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Résumé 
L’érythropoïétine (Epo) est la principale cytokine contrôlant l’érythropoïèse. Les concentrations 
d’Epo retrouvées dans la circulation sont sous-optimales et ne permettent la survie que d’une partie 
des érythroblastes de la moelle osseuse. Dans cette étude, nous avons cherché à identifier des 
facteurs modulant la sensibilité des érythroblastes à l’Epo. Les érythroblastes expriment fortement le 
récepteur de la transferrine (CD71/RTf1), précédemment identifié comme un récepteur des 
Immunoglobulines A1 (IgA1). 
Nous montrons que chez l’Homme, le taux d’IgA1 polymériques (pIgA1) dans la moelle osseuse est 
augmenté par rapport au sérum et que les concentrations sériques de pIgA1 sont plus importantes 
chez des patients soumis à une hypoxie chronique par rapport aux volontaires sains. En 
concentration sous-optimale d’Epo, la liaison des pIgA1 au RTf1 permet de rétablir la prolifération 
cellulaire des érythroblastes. Cette activation du RTf1 implique l'activation des voies de signalisation 
MAPK/ERK et PI3K/AKT, mais pas de la voie JAK2/STAT5. In vivo, lors de l’induction d’anémies 
hémolytiques dans deux modèles murins (souris knock-in pour la chaîne lourde  des IgA1 humaines et 
souris NODSCID injectées avec des pIgA1 humaines), les souris exposées aux IgA1 ont présenté un 
nombre accru d’érythroblastes spléniques rapport au contrôle, et ont restauré plus rapidement leur 
hématocrite. Nos résultats montrent que l’interaction pIgA1/TfR1 module la sensibilité des 
érythroblastes à l’Epo dans des situations physiologiques et pathologiques, apparaissant ainsi comme 
un régulateur positif de l’érythropoïèse. 
 
Mots clé : Erythropoïèse, Récepteur de la transferrine 1, Immunoglobuline A. 
 
Summary 
Erythroblasts survival, proliferation, and differentiation are tightly controlled by erythropoietin (Epo). 
Circulating Epo levels are suboptimal and only a fraction of bone marrow (BM) progenitors survives 
to produce erythrocytes presumably because erythroblasts are heterogeneous in their sensitivity to 
Epo. Therefore, identification of factors modulating Epo requirement is crucial to the understanding 
of erythropoiesis homeostasis. Erythroblasts highly express the transferrin receptor (TfR1/CD71), 
previously identified as an IgA1 receptor. Herein we show that under sub-optimal (physiological) 
concentrations of Epo polymeric (p)IgA1 rescued clonogenic potential of erythroblasts. pIgA1 levels 
were high in human BM aspirates and enhanced in sera under hypoxic stress. pIgA1 bound TfR1 on 
erythroblasts and triggered the activation of pro-proliferative PI3K/Akt and MAPK pathways but not 
of that of STAT5 and JAK2, which are activated by Epo-R. We evaluated in vivo the action of pIgA1 in 
two mice models: NOD-SCID mice injected with pIgA1 and mice knock-in for the IgA1 human heavy 
chain. In both cases, the presence of pIgA1 enhanced the number of erythroid precursors in spleen 
and rescued mice from acute anemia. Therefore, pIgA1 modulate erythroblast sensitivity to growth 
factors in physiological and pathological situations thus emerging as a previously unsuspected 
regulator of erythropoiesis.  
 






Tout d’abord, je tiens à remercier les membres du jury d’avoir accepté de participer au jury de ma 
thèse et d’avoir consacré du temps à ce travail. 
 
Je remercie vivement Olivier Hermine de m’avoir accueillie dans son laboratoire et de m’avoir fait 
découvrir le monde fascinant de l’hématologie et plus particulièrement de l’érythropoïèse. 
 
Je tiens aussi à remercier Ivan Moura, qui a pris le temps de m’apprendre tout ce qu’il a fallu pour 
réaliser ce travail. Tu as aussi réussi à me transmettre ta passion pour la recherche scientifique et je 
t’en suis très reconnaissante. 
 
On m’avait prévenue que la réalisation d’une thèse n’était pas possible sans l’appui de son entourage 
et je m’en suis vite rendue compte. Alors merci beaucoup, Jean-François, de ton soutien indéfectible 
pendant ces 4 années. Je remercie aussi Rémi d’être là et d’être mon petit soleil de tous les jours. 
 
Je souhaite aussi vivement remercier la OH team pour tous les bons moments passés ensemble 
durant ces 4 ans. 
Tout d’abord, je n’oublie pas les anciens, Dani et son sourire à vous rendre gaie la pire journée 
d’Octobre ; Hassen (tu n’étais pas de notre équipe mais je t’aimais bien quand même) ; Seb, ses 
coups de gueule (mais oui je vais le payer le café !) et son cœur de guimauve ; Joëlle alias jojo la 
bricole et sa perceuse.  
Puis, merci aux fossiles qui sont toujours là : AMD alias le ché du labo ; Pierre alias Peter alias Roger 
alias celui qui garde ses souris en douce dans la centrifugeuse ; Céline, la deuxième blonde de la 
bande à Moura et Julie, ma wonder copine.  
Enfin, merci à celles qui nous ont rejoint ces dernières années, dont Sophie pour nos interminables 
discussions bébé/babycook/jouet club (désolée pour les autres qui ont dû supporter ça), Geneviève 
et Anne-Sophie, notre post-doc de choc. 
 
Beaucoup de personnes m’ont aidée sur le sujet des IgA dans l’érythropoïèse et je les en remercie. Je 
remercie particulièrement Michael (Kael) : on a été Monsieur et Madame Scramblase (comme dirait 
Hassen), mais on a eu plus de chance avec les IgA ! Je te souhaite plein de courage pour ta thèse et 
une belle carrière devant toi. Je remercie aussi Damien pour sa bonne humeur journalière et son 
2 
 
travail sans faille. Enfin, merci « aux petites stagiaires » Faustine et Sophie, qui se sont initiées à la 
recherche avec plus ou moins de bonheur. 
 
Je remercie aussi l’équipe de l’U699 qui m’a toujours accueillie avec gentillesse et disponibilité. Tout 
d’abord, je remercie Renato Monteiro qui m’a donné les moyens d’effectuer les expériences dans 
son unité ; Marc Benhamou pour le temps qu’il a consacré à la relecture du papier ; Pamella et 
Houda, les filles de l’Ivan’s team de Bichat pour leur précieuse aide ; Meetu et Saurabh pour leur 
gentillesse (et leurs plasmides) ; Jérôme pour sa courte carrière de chercheur ; Myriem, Gaëtan, Nico 
et tous les autres… 
 
Merci à Anne-Florence, la secrétaire de choc d’Olivier, qui m’aide sans relâche depuis le début de ma 
thèse. Je te souhaite beaucoup de bonheur dans ta vie personnelle et professionnelle. 
 
4 ans à arpenter les couloirs…c’est sûr, on crée des liens. Alors, merci beaucoup aux membres de 
l’unité 8147 et son directeur Michel Dy. 
Tout d’abord, merci à mes copines de culture, Emilie et Pascaline, d’avoir partagé tant de bons 
moments de papotage entre deux centri. Merci à la sympathique équipe de l’aquarium, Séverine D, 
Rachel, Mélanie, François, et à la nouvelle et néanmoins aussi très sympathique équipe de Francine 
Cote. Merci à Odile Devergne pour ses conseils scientifiques. 
Merci à Catherine et Fabienne, ainsi que Dominique et Nadia pour leur aide quotidienne. 
 
Merci à mes parents de m’avoir soutenue pendant toutes mes années d’études, ainsi que pour la 
relecture et la correction des fautes d’orthographe de mes thèses. 
 
Merci à mes très chères amies thésardes Anne, Delphine, Laure (on se connait depuis si longtemps et 
…on se retrouve à faire toutes une thèse !), ainsi que Mathieu, Olivier et Brice. Merci aussi à mes 
autres amies très chères Géraldine, Val et Mag. 
Enfin, merci à toute la marmaille qui, il y a 4 ans, n’était pas là : Anoa, Amanda, Roman, Arthur, 





Sommaire ................................................................................................................................................ 3 
Abréviations ............................................................................................................................................ 5 
Table des illustrations .............................................................................................................................. 8 
Avant-propos ......................................................................................................................................... 10 
Introduction ........................................................................................................................................... 11 
1 Généralités sur l’érythropoïèse ................................................................................................. 11 
1.1 Les différents stades de la maturation érythroïde ............................................................ 11 
1.2 Organes de l’érythropoïèse : du développement embryonnaire à l’âge adulte ............... 13 
1.3 Engagement vers le lignage érythroïde : Rôle de GATA-1 ................................................. 17 
2 Régulation positive de l’érythropoïèse ..................................................................................... 19 
2.1 Régulation endocrine par l’érythropoïétine ...................................................................... 20 
2.2 Régulation paracrine par le Stem Cell Factor .................................................................... 27 
2.3 Mécanismes de coopération entre le C-Kit et le R-Epo ..................................................... 30 
3 Principales voies de signalisations activées lors de l’érythropoïèse ......................................... 33 
3.1 STAT5a-b ............................................................................................................................ 33 
3.2 Voie PI3K/AKT .................................................................................................................... 34 
3.3 Voie MAPK ......................................................................................................................... 36 
3.4 Voie des src kinases ........................................................................................................... 38 
3.5 Calcium .............................................................................................................................. 39 
3.6 Bruton tyrosine kinase....................................................................................................... 39 
4 Place du récepteur de la transferrine dans l’érythropoïèse ..................................................... 40 
4.1 Récepteurs de la transferrine : RTf1 et RTf2 ..................................................................... 40 
4.2 Rôle du RTf dans la captation du fer par les érythroblastes ............................................. 49 
4.3 Ligands du RTf1.................................................................................................................. 53 
Problématique et objectifs de l’étude ................................................................................................... 65 
Résultats ................................................................................................................................................ 67 
Discussion et perspectives .................................................................................................................... 97 
1 Les pIgA1 régulent positivement l’érythropoïèse ..................................................................... 97 
1.1 pIgA1 : un nouvel acteur modulant la sensibilité des érythroblastes à l’Epo ................... 97 
1.2 Les pIgA1 amplifient l’érythropoïèse de stress lors d’une anémie ................................. 100 
1.3 Ciblage du RTf1 : une nouvelle cible thérapeutique ....................................................... 102 
2 L’activation du RTf1 induit et amplifie des voies de prolifération cellulaire ........................... 103 
2.1 Le RTf1 permet l’activation cellulaire .............................................................................. 104 
2.2 Quels seraient les effecteurs du RTf1 ? ........................................................................... 104 
2.3 Implication des différents ligands dans la signalisation du RTf1 ..................................... 109 
4 
 
3 Erythropoïèse chez les patients déficitaires en IgA ................................................................. 111 
4 Régulation de la production des pIgA1 en situation d’hypoxie .............................................. 113 
5 Rôle de la liaison RTf1/pIgA dans d’autres modèles physiopathologiques ? .......................... 115 
Bibliographie........................................................................................................................................ 117 
Annexe : Liste des publications ........................................................................................................... 147 
1 Articles scientifiques ................................................................................................................ 147 





ACO1 :   Aconitase Cytosolique  
AGM :   Aorta-Gonad-Mesonephros 
ALA :   δ-aminolevulinate  
ALAS:   δ-aminolevulinate synthase 
AHAI :   Anémie Hémolytique Auto-Immnune  
Apo-Tf:  Apo-transferrine  
Bcl-XL  B-Cell Lymphoma-XL 
BFU-E :  Burst Forming Unit-Erythroid 
BFU-Es :  BFU-E de stress 
BTG1 :   B cell translocation gene 1   
Btk :   Bruton’s tyrosine kinase  
CD34/36 :  Cluster of differentiation 34 et Cluster of differentiation 36 
CFU-GEMM :  Colony Forming Unit-Granulocyte Erythrocyte Megacaryocyte Macrophage   
CFU-E :  Colony Forming Unit-Erythroid  
CFU-S :  Colony-Forming Unit-Spleen 
CM :   Cellules Mésangiales 
CMH :  Complexe Majeur d’Histocompatibilité  
CMP :   Progéniteurs Myéloïdes Communs  
CSH :   Cellules Souches Hématopoïétiques  
DIgA :  Déficit sélectif en IgA  
DMT1 :  Divalent Metal Transporter 1 
ECM :   Matrice Extracellulaire  
EKLF :   Erythroid Krüppel-like factor 
Epo :   Erythropoïétine  
Erk :   Extracellular signal-regulated kinase 
EryP-CFC : Primitive Erythroid Progenitors 
EP :  Erythrophagocytose  
ES:   Cellules Souches Embryonnaires 
ESA :   Agents stimulateurs de l’érythropoïèse  
FACS :   Fluorescence activated cell sorter 
Fc :  Crystalizable fragment 
Fe-Tf:   Ferro-transferrine  
6 
 
FIH :   Factor inhibiting HIF 
GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor  
GPA :  Glycophorine A 
GSK3 :   Glycogen Synthetase Kinase-3 
HFE   Protéine de l’Hémochromatose  
HRE :   Hypoxia Responsive Element 
HSP :    Heat Shock Proteins 
HO-1   Hème oxygénase 1  
Ht :   Hématocrite  
IAP :  Inhibitor of Apoptosis Protein  
Ig :   Immunoglobuline 
IRE   Iron Responsive Element 
IGF-1   Insuline-like Growth Factor-1  
IL :  Interleukine 
IRE :   Iron Responsive Element  
IRP :   Iron Regulatory Protein 
ITAM   Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 
JH:   JAK-homology  
kDa :  kilo Dalton 
KI :   Knock-In  
KO :   Knock-Out 
LAM :  Leucémies Aigues Myéloïdes  
LCR   Locus Control Region 
LT  Lymphocyte T  
PHD :   Prolines Hydroxylases 
PHA :   Phytohemagglutinine 
PKC :   Protéine Kinase C  
PCK2   Protéine Caséine Kinase 2  
PMA :   Phorbol Myristate Acetate  
PTI :   Purpura Thrombopénique Idiopathique  
PV :   Polyglobulie de Vaquez/Polycythaemia Vera  
MAPK :  Mitogen activated protein kinase 
M-CSF:   Macrophage Colony-Stimulating Factor 
MGG :  May-Grünwald Giemsa  
7 
 
Mek :   MAPK/Erk kinase 
MEPs  :  Progéniteurs bipotentiels Mégacaryocytaires/Erythroïdes  
mIgA :   IgA monomérique 
N-IgA:   Néphropathie à IgA  
NPS :  Nitroprussiate de sodium  
PBS :   Phosphate Buffered Saline 
PHA :  Phytohémagglutinine  
PMA :  Phorbol Myristate Acetate  
pIgA :   IgA polymérique 
PLCγ :   Phospholipase Cγ  
PiP3 :   3’ Phospho-inositol  
PKB/AKT :  Protéine Kinase B  
PI-3Kinase :  Phosphatidylinositol 3-kinase  
pO2 :   Pression partielle en Oxygène  
R-Epo :   Récepteur de l’Erythropoïétine  
rHuEpo :  Erythropoïétine recombinante humaine  
RTf :   Récepteur de la Transferrine 
RFc :   Récepteur des fragments Fc des Immunoglobulines 
RpIg :   Récepteur des Immunoglobulines polymériques 
SCF :   Stem Cell Factor  
SHIP :   SH2-containing Inositol Phosphatase 
sIgA :   IgA sécrétoires  
STEAP3 : Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 
TCR :   Récepteur aux cellules T  
Tf :   Transferrine 
TGF-β :   Transforming Growth Factor-beta 
TPO :   Thrombopoïétine  
TRAIL :   TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 
TRCP:   Transient Receptor Potential Channel 




Table des illustrations 
Figure 1: Différents stades de l’érythropoïèse ...................................................................................... 12 
Figure 2: Mise en évidence des différents stades de l’érythropoïèse selon l’expression différentielle 
de marqueurs de surface ...................................................................................................................... 13 
Figure 3: Les trois étapes de l’érythropoïèse au cours du développement embryonnaire, fœtal et 
post-natal (selon (Palis, 2008)) .............................................................................................................. 15 
Figure 4 : Niche des cellules souches hématopoïétiques (d’apres (Blank et al., 2008)). ...................... 16 
Figure 5 : Représentation schématique de la structure de GATA-1 (selon (Ferreira et al., 2005)) ....... 17 
Figure 6 : Expression de GATA-1 et de GATA-2 au cours de l’érythropoïèse (selon (Ohneda and 
Yamamoto, 2002)) ................................................................................................................................. 18 
Figure 7 : Régulation endocrine de la production d’Epo par le rein ..................................................... 22 
Figure 8 : Régulation du facteur HIF en fonction des taux d’oxygène (Schofield and Ratcliffe, 2004) . 23 
Figure 9 : Domaines structurels du récepteur de l’érythropoïétine (selon (Richmond et al., 2005)) ... 24 
Figure 10 : Liaison de l’Epo à son récepteur homodimérique et initiation de la transduction du signal 
(Bunn, 2007) .......................................................................................................................................... 25 
Figure 11 : Représentation schématique de la structure du SCF .......................................................... 28 
Figure 12 : Structure simplifiée du récepteur C-Kit (d’apres (Arock, 2004)) ......................................... 30 
Figure 13 : Cinétique d’expression du C-Kit et du R-Epo au cours de l’érythropoïèse ......................... 31 
Figure 14 : Schéma récapitulatif des mécanismes de coopération entre le C-Kit et le R-Epo .............. 32 
Figure 15 : Représentation schématique des différents effecteurs de la voie PI3K/AKT ..................... 36 
Figure 16 : Représentation schématique du récepteur de la transferrine (A- (Daniels et al., 2006b) et 
B-(Lawrence et al., 1999)) ..................................................................................................................... 42 
Figure 17 : Les protéines IRP contrôlent la stabilité du récepteur de la transferrine (d’après (Kerenyi 
et al., 2008)) .......................................................................................................................................... 44 
Figure 18 : Rôle de l’hypoxie dans le maintient de l’homéostasie du fer (Peyssonnaux et al., 2008) .. 45 
Figure 19 : Schéma hypothétique de l’expulsion du RTf1 dans les exosomes au stade réticulocye (Pan 
and Johnstone, 1983) ............................................................................................................................ 48 
Figure 20 : Schéma récapitulatif de l’homéostasie du fer (Andrews, 2008). ........................................ 49 
Figure 21 : Capture cellulaire du Fer lié à la Tf par le RTf (Daniels et al., 2006a). ................................. 50 
Figure 22 : Structure de l’hémoglobine humaine adulte (α2β2) (droite) et de l’hème (gauche) ......... 51 
Figure 23 : Modélisation du complexe RTf1-Tf (d’après (Cheng et al., 2004)) ...................................... 53 
Figure 24 : Rôle du RTf1 dans la signalisation de l’hepcidine (Schmidt et al., 2008) ............................ 55 
Figure 25 : Différents types d’IgA (van Egmond et al., 2001) ................................................................ 58 
9 
 
Figure 26 : Différences structurelles entre les IgA1 et les IgG (d’après (Boehm et al., 1999)) ............. 59 
Figure 27 : Représentation de la structure planaire d’une IgA1 dimérique (Bonner et al., 2008)........ 60 
Figure 28 : Schéma récapitulatif de l’implication du RTf dans la néphropathie à IgA (Tamouza et al., 
2007) ...................................................................................................................................................... 63 
Figure 29 : Schéma récapitulatif du transport des complexes IgA-gliadine médié par le RTf dans la 
maladie coeliaque (Matysiak-Budnik et al., 2008). ............................................................................... 64 
Figure 30 : Régulation du pool médullaire d’érythroblastes selon les concentrations d’érythropoïétine
 ............................................................................................................................................................... 65 
Figure 31 : Modèle résumant le rôle de Gas6 dans l’érythropoïèse (Angelillo-Scherrer et al., 2008) .. 99 
Figure 32 : Séquence protéique du RTf1 ............................................................................................. 106 
Figure 33 : Schéma de la structure des différentes isoformes des PKC (Mackay and Twelves, 2007) 107 
Figure 34 : Compétition entre A24 et la Fe-Tf dans la liaison au RTf1 ((Moura et al., 2004b) et pour 
revue (Callens et al., 2008)) ................................................................................................................. 109 
Figure 35 : Schéma d’agrégation de RTf1 chimériques possédant un domaine de liaison à la 






L’érythropoïèse est le processus de formation de globules rouges. En effet, 
érythro est tiré du grec ερυθρός qui veut dire « rouge », en référence à la 
couleur que prennent les cellules en produisant l’hémoglobine nécessaire au 
transport de l’oxygène. L'érythropoïèse est un phénomène permanent. Elle 
débute lorsqu'une cellule souche pluripotente (pouvant donner naissance à 
n'importe quelle cellule sanguine) s’engage en progéniteur érythroïde qui, 
par des phénomènes de prolifération et de maturation, donnera naissance à des érythrocytes. La 
proportion de progéniteurs érythroïdes dans la moelle osseuse est faible (moins d’1 % des cellules). 
Toutefois, on estime la production moyenne de globules rouges à 10 milliards de cellules par heure. Il 
existe donc une remarquable expansion du compartiment érythroïde. Cette dernière est finement 
régulée afin d’éviter une production trop importante ou, au contraire, insuffisante d’érythrocytes. 
Ainsi, en situation de stress (hémorragie aiguë, hémolyse ou manque d’oxygène), la production de 
globules rouges peut augmenter jusqu’à 7 fois afin de s'adapter aux besoins de l'organisme. 
L‘élément clé de cette régulation est incontestablement l'érythropoïétine (Epo). En effet, ce facteur 
de croissance, produit par le rein, est absolument essentiel aux érythroblastes, en agissant sur leur 
survie et leur prolifération. Par ailleurs, les érythroblastes ont d’importants besoins en fer afin de 
synthétiser l’hémoglobine nécessaire au transport de l’oxygène. Pour capter ce fer, ils expriment à 
leur surface une forte densité de récepteur de la transferrine, qui permet l’internalisation du fer lié à 
la transferrine. Il a été montré que le récepteur de la transferrine pouvait également lier les 
immunoglobulines (Ig) de type A1 produites par les plasmocytes. Toutefois, au début de ma thèse, 
bien qu’une partie des plasmocytes à IgA soit retrouvée dans la moelle osseuse, le rôle des IgA1 dans 
l’érythropoïèse n’avait jamais été envisagé. C’est pourquoi, j’ai voulu savoir si ces protéines du 
système immunitaire pouvaient jouer un rôle dans l’érythropoïèse par leur interaction avec un 
récepteur habituellement connu pour faire rentrer le fer. J’ai ainsi montré que les IgA1 sensibilisaient 
les érythroblastes à l’Epo, et permettaient leur survie par potentialisation des voies de signalisation 
PI3K/AKT et ERK1/2. Dans un deuxième temps, j’ai caractérisé dans quels contextes 
physiopathologiques intervenaient les IgA1 et démontré que leur production était régulée. Enfin, j’ai 
montré, dans plusieurs modèles d’anémie, que l’activation du récepteur de la transferrine pouvait 
présenter une cible thérapeutique attractive. C’est l’ensemble de ces résultats que je détaille dans 




1 Généralités sur l’érythropoïèse 
1.1 Les différents stades de la maturation érythroïde 
 
L’érythropoïèse est le processus de formation des érythrocytes. Comme les autres cellules 
hématopoïétiques, les érythrocytes de l’homme adulte proviennent de cellules souches 
hématopoïétiques (CSH). Les CSH s'engagent dans une voie de différenciation myéloïde vers un 
progéniteur myéloïde multipotent CFU-GEMM (Colony Forming Unit-Granulocyte Erythrocyte 
Mégacaryocyte Macrophage) qui va ensuite se différencier vers un progéniteur restreint dans la voie 
érythroïde. L’identification des progéniteurs érythroïdes s’effectue classiquement par la 
caractérisation de colonies en milieu semi-solide en présence de cytokines. Ainsi, les BFU-E (Burst 
Forming Unit-Erythroid) permettent la formation de larges colonies contenant plus de 200 
érythroblastes en 14 jours, tandis que les CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid) donnent naissance à 
de petites colonies d’érythroblastes en 7 Jours (Figure 1A). Les progéniteurs érythroïdes deviennent 
ensuite des précurseurs érythroblastiques morphologiquement reconnaissables et qui sont localisés 
au niveau médullaire au sein d’une structure particulière, l’îlot érythroblastique centré sur un 
macrophage nourricier (Bessis, 1958). Les précurseurs érythroïdes représentent 20 à 30% des cellules 
nucléées d’une aspiration médullaire. La maturation entre le premier stade identifiable 
(proérythroblaste) et l’érythroblaste polychromatophile s’accompagne d’une forte prolifération 
(associée à une différenciation) qui décroît ensuite jusqu’au stade réticulocyte (Figure 1B). D’un point 
de vue morphologique, la taille des cellules décroît lors de la maturation terminale, passant de 25 
microns pour un proérythroblaste à 9 microns pour un érythroblaste acidophile. Le rapport nucléo-
cytoplasmique diminue progressivement au fur et à mesure que la chromatine se condense. Le 
cytoplasme initialement basophile devient acidophile de façon simultanée à la synthèse de 
l’hémoglobine. L’expulsion nucléaire survient dans la moelle au stade acidophile. Les noyaux 
expulsés, entourés d’une fine couche de cytoplasme, sont phagocytés par les cellules 
histiomonocytaires, en particulier les macrophages du centre des îlots érythroblastiques. Ces 
globules rouges immatures, du nom de réticulocytes, ont une taille plus grande que l’hématie mature 
(>100fl) et contiennent encore des ribosomes formant un réseau lâche visible après coloration au 
bleu de Crésyl. Dans le sang périphérique, les réticulocytes sont présents pendant 2 à 3 jours avant 




Figure 1: Différents stades de l’érythropoïèse 
A- Photos de colonies formées à partir de progéniteurs humains (CFU-GEMM, BFU-E et CFU-E) au 
bout de 14 jours de culture en milieu semi-solide. 
B- Les stades de l’érythropoïèse sont figurés par des cellules uniques selon leur morphologie 
(coloration May-Grünwald Giemsa (MGG)). 
 
Les différents stades de l’érythropoïèse peuvent aussi être mis en évidence par l’acquisition 
ou la perte d’un certain nombre de marqueurs de surface (Figure 2A). En effet, les progéniteurs 
érythroïdes les plus précoces expriment l'antigène CD34 et le récepteur au Stem Cell Factor (SCF) C-
Kit. A partir du stade BFU-E, le récepteur à l'érythropoïétine (R-Epo) commence à être exprimé avec 
un maximum d'expression au niveau des CFU-E. Cependant, celui-ci est difficilement détectable par 
cytométrie en flux en raison de la faible densité de récepteur présent à la surface des cellules. 
L'antigène CD36 est également retrouvé mais celui-ci est également présent sur les mégacaryocytes 
et les monocytes matures. Classiquement, on distingue différentes populations de précurseurs 
érythroblastiques par cytométrie en flux selon leur taille, l’expression du récepteur de la transferrine 
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Figure 2: Mise en évidence des différents stades de l’érythropoïèse selon l’expression différentielle 
de marqueurs de surface 
A- Expression de différents marqueurs de surface au cours de l’érythropoïèse  
B- Les différents stades de l’érythropoïèse sont caractérisés selon l’expression du RTf1 et de la 
glycophorine A (appelée TER119 chez la souris). L’équipe de Zhang a isolé des cellules de foie fœtal 
au stade E14,5 et trié différentes populations selon leur expression du RTf1 et du TER119 (Zhang et 
al., 2003b). Des colorations en MGG et Benzidine (panel à droite) et des cultures en méthylcellulose 
(non montré) ont permis de déterminer le stade de différenciation des différentes régions (à savoir, 
R1 : BFU-E et CFU-E; R2 : proérythroblaste; R3 : érythroblastes basophiles, R4 : érythroblastes 
polychromatophiles et acidophiles , R5 : érythroblastes acidophiles et réticulocytes.  
 
1.2 Organes de l’érythropoïèse : du développement embryonnaire à l’âge 
adulte 
 
L’érythropoïèse est un processus qui se déroule dans différents organes au cours du 
développement. En effet, in utero, les premiers érythrocytes appelés primitifs ou embryonnaires sont 
retrouvés dans les îlots sanguins du sac vitellin. Les cellules primitives érythroïdes semblent avoir un 
précurseur commun avec les cellules endothéliales qui exprime le facteur de transcription érythroïde 
GATA-1 (Choi et al., 1998; Yokomizo et al., 2007). Au stade E8.25 de gestation, lors des premières 
contractions cardiaques, les érythroblastes immatures primitifs ou EryP-CFC pour primitive erythroid 
progenitors commencent à passer dans la circulation. A ce stade, un processus de différenciation 
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commence à avoir lieu et se traduit par un nombre de division diminué, l’acquisition de 
l’hémoglobine, une condensation nucléaire associée à une diminution de taille cellulaire et 
finalement l’énucléation (Fraser et al., 2007; Kingsley et al., 2004). Le processus d’énucléation aboutit 
à la formation de réticulocytes et de pyrénocytes qui sont des cellules nucléées riches en globine. Les 
pyrénocytes sont rapidement phagocytés par les macrophages du fait d’une répartition asymétrique 
de la phosphatidylsérine à leur membrane (McGrath et al., 2008). Du stade E9.5 au stade E10, les 
progéniteurs érythroïdes synthétisés au niveau du sac vitellin colonisent le foie fœtal avant de passer 
dans la circulation (Lux et al., 2008). Par la suite, les progéniteurs sont issus de cellules souches 
provenant du placenta ((Mikkola et al., 2005) pour revue) ou de la région intra-embryonnaire péri-
aortique (AGM pour aorta-gonad-mesonephros) (Medvinsky and Dzierzak, 1996). Les progéniteurs 
érythroïdes fœtaux sont très semblables aux progéniteurs adultes. Cependant, les BFU-E fœtaux ont 
une capacité proliférative plus importante et prolifèrent in vitro uniquement sous érythropoïétine 
(Emerson et al., 1989; Migliaccio and Migliaccio, 1988). A la fin de gestation, la synthèse des 
progéniteurs érythroïdes passe du foie fœtal à la moelle osseuse nouvellement formée. Les 





Figure 3: Les trois étapes de l’érythropoïèse au cours du développement embryonnaire, fœtal et 
post-natal (selon (Palis, 2008)) 
A- Les progéniteurs embryonnaires (EryP-CFC) proviennent de précurseurs sanguins (HB, 
hemangioblast precursors) issus du sac vitellin et produisent un grand nombre de précurseurs 
érythroïdes. Ces précurseurs se différencient en érythrocytes (RBC pour Red Blood Cell) dans la 
circulation sanguine. 
B- Lors d’une phase transitoire, les BFU-E sont synthétisés au niveau du sac vitellin puis migrent vers 
le foie fœtal où ils prolifèrent et se différencient. Après énucléation, les érythrocytes passent dans la 
circulation.  
C- En fin de gestation, les progéniteurs érythroïdes sont issus de cellules souches hématopoiétiques 
(HSC). Ces progéniteurs prolifèrent dans le foie en fin de gestation et dans la moelle osseuse à partir 
de la naissance. Contrairement aux cellules érythroides primitives, les précurseurs érythroïdes se 
différencient au niveau extra-vasculaire au sein d’un ilot érythroblastique centré sur un macrophage 
nourricier (μФ). 
 
Dès la naissance et durant toute la vie adulte, le principal organe hématopoïétique est la 
moelle osseuse. Dans cet environnement sont retrouvées les niches hématopoïétiques qui procurent 
aux cellules souches des facteurs de communication intercellulaire attractant (chimiokines telles SDF-
1 se fixant sur CXCR4), des molécules d’adhésion (VLA-4) et des facteurs de croissance 
hématopoïétiques (interleukines 3, 6, SCF…). Les CSH vont se loger au contact des cellules des 
travées osseuses, principalement des ostéoblastes (pour revue voir (Blank et al., 2008) ou (Moore, 








Figure 4 : Niche des cellules souches hématopoïétiques (d’apres (Blank et al., 2008)). 
Les CSH sont retrouvées à proximité des ostéoblastes au niveau de la surface endostéale de l’os. 
D’autres facteurs contribuant au microenvironnement des CSH sont présents comme la matrice 
extracellulaire (ECM), des cytokines et les autres cellules de la moelle osseuse. 
 
Dans certains cas de stress, l’érythropoïèse devient extra-médullaire. En effet, chez la souris 
adulte, l’érythropoïèse en condition d’homéostasie se déroule essentiellement dans la moelle 
osseuse. Cependant, lors d’un stress hypoxique pouvant être causé par une montée en altitude ou 
une anémie aiguë, l’augmentation des taux d’érythropoïétine circulants permet la mobilisation de 
cellules immatures de la moelle appelées CFU-S pour Colony-Forming Units-Spleen qui migrent dans 
la rate où elles prolifèrent et se différencient (McCulloch et al., 1964). Ces cellules donnent naissance 
à une population distincte de progéniteurs érythroblastiques appelés BFU-E de stress (BFU-Es) qui 
sont capables de former de larges colonies en 5 jours en milieu semi-solide. Ces colonies sont 
hypersensibles à l’Epo (Lenox et al., 2005). La protéine BMP4 semble être essentielle à la formation 
de ces progéniteurs. En cas d’anémie hémolytique, celle-ci est rapidement induite dans la rate et se 
lie sur les progéniteurs immatures via son récepteur Madh5 permettant ainsi la formation de 
progéniteurs de stress (Lenox et al., 2005). La génération de BFU-E de stress est de plus augmentée 







. Chez l’homme, l’érythropoïèse extra-médullaire peut 
être retrouvée lors de processus compensatoires d’une anémie chronique, plus particulièrement au 
cours de thalassémies, de drépanocytoses, ou de syndromes myéloprolifératifs comme la 
myélofibrose (Guermazi et al., 1999). La dysérythropoïèse provoque une anémie chronique ayant 
pour conséquence une stimulation de la production d’érythropoïétine. Les atteintes juxta-osseuses 
sont plus fréquentes dans les hémoglobinopathies et les anémies chroniques, alors que les lésions 
viscérales spléniques et hépatiques s’observent plus volontiers au cours des syndromes 
myéloprolifératifs. Dans tous les cas, l’érythropoïèse extra-médullaire est pathologique ne permet 
pas de compenser totalement le défaut de production médullaire des érythrocytes. En résumé, en 
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situation physiologique, les différents organes de l’érythropoïèse sont bien définis selon de stade de 
développement de l’individu et, hormis quelques cas pathologiques, la moelle osseuse est l’organe 
central du développement érythroïde chez l’adulte. 
 
1.3 Engagement vers le lignage érythroïde : Rôle de GATA-1 
 
L'engagement des progéniteurs multipotents vers la voie érythroïde semble s'effectuer grâce 
à une combinaison d’expression de facteurs de transcription qui peuvent activer la transcription de 
gènes érythroïdes ou diminuer la transcription de gènes cibles spécifiques d’autres lignages.  
Parmi eux, GATA-1 est le facteur indispensable à l’érythropoïèse (Arnold et al., 1985). GATA-1 fait 
partie de la famille des facteurs de transcription nommé GATA du fait de leur capacité à se lier aux 
motifs ((T/A)GATA(A/G)) situés sur les promoteurs cibles. Ce sont des facteurs de transcription à 
deux doigts de zinc : un doigt C-terminal nécessaire à la liaison de l’ADN et un doigt N-terminal 
nécessaire à l’interaction avec d’autres facteurs de transcription ou co-facteurs. La structure de 
GATA-1 est représentée figure 5 
 
 
Figure 5 : Représentation schématique de la structure de GATA-1 (selon (Ferreira et al., 2005)) 
La région hautement conservée comprenant le domaine en doigt de zinc est indiquée en noir. Le 
domaine d’activation N-terminal comprend les acides aminés de la position 1 à 83. La position des 
résidus modifiés par acétylation (A), phosphorylation (P) ou sumoylation (S) est indiquée par des 
chiffres. 
 
Parmi cette famille de 6 éléments, seuls GATA-1 et GATA-2 sont impliqués dans 
l’érythropoïèse ((Cantor and Orkin, 2002) pour revue). GATA-2 est nécessaire à l’érythropoïèse 
primitive. Les souris GATA-2
-/- 
meurent in utero d’une réduction des cellules érythroïdes primitives 
(Tsai et al., 1994). Cependant, 15 à 50 % du nombre total d’érythrocytes primitifs sont retrouvés chez 
ces souris, suggérant que GATA-2 est nécessaire au début de l’hématopoïèse primitive, mais qu’il 
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peut être compensé à ce stade par d’autres facteurs de transcription ((Tsai et al., 1994) et pour revue 
(Ohneda and Yamamoto, 2002)). L’expression de GATA-2 diminue au cours de la différenciation 
érythroïde de façon concomitante à l’augmentation de l’expression de GATA-1. Il semblerait que 
GATA-2 soit réprimé par GATA-1 selon un mécanisme méconnu (Weiss et al., 1994) (Figure 6).  
 
 
Figure 6 : Expression de GATA-1 et de GATA-2 au cours de l’érythropoïèse (selon (Ohneda and 
Yamamoto, 2002)) 
Ce schéma représente l’auto et l’inter-régulation des deux facteurs de transcription. GATA-2 active 
l’expression du gène GATA-1 tandis que GATA-1 inhibe l’expression du gène GATA-2. D’autre part, 
GATA-1 régule positivement sa propre expression. 
 
GATA-1 est absolument nécessaire dans les phases tardives de l'érythropoïèse puisqu’il régule, 
positivement et progressivement, l'expression des gènes érythroïdes comme les chaines α et β des 
globines (Evans et al., 1988; Martin and Orkin, 1990), certaines enzymes à la synthèse de l’hème 
(Mignotte et al., 1989) et le récepteur de l'érythropoïétine (R-Epo) (Zon et al., 1991). D’autre part, 
GATA-1 permet la différenciation terminale en inhibant la progression du cycle au niveau de la phase 
G1/S (Rylski et al., 2003) et en diminuant l’expression de C-Kit (Munugalavadla et al., 2005). 
Le gène de GATA-1 est situé sur le chromosome X ; les souris males invalidées pour ce gène meurent 
in utero au stade E10.5 à E12.5 de gestation, d’anémie sévère causé par un arrêt de maturation au 
stade proérythroblaste (Fujiwara et al., 1996; McDevitt et al., 1997; Takahashi et al., 1997). Des 
expériences effectuées sur des cellules souches embryonnaires (ES) invalidées pour le gène de GATA-
1 ont montré que ces cellules n’arrivaient pas à atteindre le stade proérythroblaste et entraient 
rapidement en apoptose suggérant, outre son action pro-différenciante, le rôle essentiel de GATA-1 
dans la survie des précurseurs érythroïdes (Weiss et al., 1994). Cette activité anti-apoptotique 
semble passer par la régulation positive de la protéine Bcl-XL.(Gregory et al., 1999).  
L’activité de GATA-1 est finement régulée durant l’érythropoïèse au niveau transcriptionnel, 
traductionnel et post-traductionnel. Son expression augmente progressivement lors de la 
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différenciation. En effet, GATA-1 se fixe à son propre promoteur et au niveau de sa séquence 
activatrice ou enhancer régulant ainsi positivement sa transcription (Nishimura et al., 2000). La 
dégradation de GATA-1 semble nécessaire à la différenciation terminale puisque la surexpression de 
GATA-1 bloque la différenciation de cellules érythroïdes (Whyatt et al., 2000). Plusieurs mécanismes 
de dégradation ont été décrits. Tout d’abord, GATA-1 est un substrat de la caspase-3 qui est activée 
soit en fin de différenciation (Zermati et al., 2001), soit par l’activation de Fas sur les érythroblastes 
immatures en condition sous-optimale d’Epo (De Maria et al., 1999). Une étude du laboratoire a 
montré qu’en fin de différenciation et en présence d’Epo, la protéine chaperonne Hsp70 s’associe à 
GATA-1 dans le noyau, le protégeant ainsi du clivage par la caspase-3. En absence d’Epo, il y a export 
nucléaire d’Hsp70 et clivage de GATA-1((Ribeil et al., 2007) voir papier en annexe). D’autre part, 
GATA-1 peut aussi être dégradé par la voie du protéasome après acétylation puis phosphorylation 
(Hernandez-Hernandez et al., 2006).  
GATA-1 participe à la régulation de l’érythropoïèse par de nombreuses interactions protéiques 
avec des molécules de régulation épigénétique de la structure chromatinienne telles que l’histone 
acetylase CBP (Letting et al., 2004), et avec d’autres facteurs de transcription impliqués dans 
l’érythropoïèse tels que le facteur érythroïde Krüppel-like factor (EKLF)  ou, de façon plus spécifique, 
son cofacteur FOG-1 (Tsang et al., 1997). Enfin, GATA-1 a un effet antagoniste avec le facteur de 
transcription PU-1 nécessaire au développement des lignages lymphoïdes et granulo-monocytaires. 
Cet effet répresseur est nécessaire au bon déroulement de l’érythropoïèse puisque, dans un modèle 
d’érythroleucémie murine, la surexpression de PU-1 est oncogénique (Moreau-Gachelin et al., 1988). 
D’autre part, l’acquisition de mutations activatrices sur le récepteur à activité tyrosine kinase C-Kit 
permet le développement de la maladie (Kosmider et al., 2005). Néanmoins, il n’est pas prouvé que 
ce mécanisme de leucémiogénèse à deux étapes soit retrouvé dans les érythroleucémies humaines 
((Coulon et al., 2007), papier en annexe). En résumé, GATA-1 est le facteur de transcription 
absolument indispensable à l’érythropoïèse puisqu’il permet la survie et la maturation des 
érythroblastes.  
 
2 Régulation positive de l’érythropoïèse 
 
L’érythropoïèse est un système finement régulé à différents niveaux afin de produire un 
nombre de globules rouges adapté aux situations normales et pathologiques. En effet, on considère 
qu’à l’état basal 250 milliards d’érythroblastes sont présents dans la moelle, 25 000 milliards de 
globules rouges circulent en permanence, ainsi que 50 milliards de réticulocytes. La production des 
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érythrocytes représente le plus haut rendement du système hématopoïétique, avec un taux de 
production estimé à 200 milliards d’érythrocytes par jour, production qui peut augmenter plus de 
sept fois en cas de besoin. Afin de maintenir un taux de globules rouges adapté aux différentes 
conditions physiopathologiques, il existe une fine régulation de l’érythropoïèse au niveau cellulaire et 
moléculaire. L’érythropoïèse est régulée positivement principalement par l’action de deux facteurs 
de croissance, l’érythropoïétine et le SCF  qui agissent respectivement selon un mode endrocrine er 
paracrine. Ces deux cytokines sont absolument essentielles à l’érythropoïèse et leur structure, la 
cinétique d’expression de leur récepteur ainsi que les mécanismes de coopération, seront détaillés 
ci-dessous. D’autre part, l’érythropoïèse est régulée négativement mais cet aspect de régulation ne 
sera pas détaillé dans cette thèse. 
 
2.1 Régulation endocrine par l’érythropoïétine 
 
De nombreuses hormones interviennent dans la régulation endocrine de l’érythropoïèse. 
Parmi celles-ci, on peut citer l’insuline-like growth factor-1 (IGF-1) (pour revue voir (Shimon and 
Shpilberg, 1995)), les hormones cortico-surrénaliennes (androgènes et glucocorticoïdes (Malgor et 
al., 1998; Wessely et al., 1997), les hormones thyroïdiennes ou rénales (système 
rénine/angiotensine)(Bauer et al., 1998; Cole et al., 2000). Ces hormones exercent de façon générale 
une action positive sur l’érythropoïèse en favorisant la prolifération des progéniteurs et pour 
certaines en favorisant la différenciation terminale. Elles ne sont cependant pas indispensables au 
bon déroulement de l’érythropoïèse, contrairement à l’érythropoïétine (Epo) produite par le rein et 
régulée par l’oxygénation tissulaire qui est l’acteur principal de la régulation érythroïde. 
 
2.1.1 Structure de l’Epo 
 
L'Epo est le premier facteur de croissance hématopoïétique à avoir été isolé en 1977 (Miyake 
et al., 1977) avant d’être cloné en 1985. Cette glycoprotéine de 34 kDa est composée de 165 acides 
aminés, 3 N-glycanes et un O-glycane (pour revue voir (Krantz, 1991)). Les N-glycanes, ancrés au 
niveau de résidus asparagine (position 24, 38 et 83) jouent un rôle essentiel dans la demi-vie de la 
protéine et dans l’affinité pour son récepteur. Il est à noter que de nombreuses isoformes d’Epo sont 
retrouvées dans le plasma, présentant des différences de glycosylation et d’activité biologique. 
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L’érythropoïétine recombinante humaine (rHuEpo), synthétisée dès 1986, a permis de grandes 
avancées tant dans la prise en charge thérapeutique des patients anémiques, que dans la 
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans l’érythropoïèse. La rHuEpo classique 
(époétine-α et époiétine-β) possède les mêmes sites de glycosylation que l’Epo physiologique. Par la 
suite, les chimistes ont tenté de modifier la molécule en créant deux sites de glycosylation 
supplémentaires dans le but d’augmenter la demi-vie plasmatique de la protéine. Ainsi, la 
darbepoietine-α a une demi-vie 3 à 4 fois plus longue que les précédentes, ce qui permet d’espacer 
les injections chez le patient.  
 
2.1.2 Lieu de Production 
 
L’Epo est produite au niveau du rein par les fibroblastes de la jonction cortico-médullaire. En 
situation d’hypoxie, les fibroblastes producteurs sont progressivement recrutés au niveau de la 
corticale et de la médullaire externe (Koury et al., 1989; Maxwell et al., 1993). L’Epo peut également 
être produite en moindre mesure dans le foie par les hépatocytes et les cellules de Ito (Maxwell et 
al., 1994). Cependant, en cas de défaillance rénale, la production hépatique est insuffisante pour le 
maintien d’un hématocrite normal (Caro et al., 1979). De plus, de l’ARNm de l’Epo a été retrouvé 
dans le cerveau, le placenta, la rétine et les testicules (Tan et al., 1992).  
 
2.1.3 Régulation de la production  
 
L’érythropoïétine est, avec la thrombopoïétine (TPO), une des rares cytokines à se comporter 
comme une hormone. En effet, celle-ci est produite essentiellement par le rein et va agir au niveau 
de la moelle osseuse (Reissmann, 1950). La synthèse rénale de l’Epo est finement régulée de façon à 
ce que le nombre de globules rouges produits soit en adéquation avec les besoins en oxygène des 
tissus périphériques. En effet, un nombre élevé d’érythrocytes augmente l’apport en oxygène des 
cellules rénales qui vont alors diminuer leur synthèse d'Epo ce qui, en retour, aura pour conséquence 
une diminution de la production de globules rouges. Il existe donc à ce niveau une véritable 





Figure 7 : Régulation endocrine de la production d’Epo par le rein 
A- Une faible pression partielle en oxygène (pO2) provoque une forte production rénale d’Epo, 
induisant une prolifération et une survie accrue des progéniteurs et précurseurs érythroïdes au 
niveau de la moelle osseuse. Lorsque la pression partielle en oxygène est élevée, la production 
d’Epo est moindre et seul un pool d’érythroblastes dit hypersensible à l’Epo peut survivre 
(représentés en rose). 
B- La concentration sérique d’Epo est inversement proportionnelle à l’hématocrite (Ht)  
 
La production de l’Epo est régulée de façon transcriptionnelle par la présence d’un enhancer en 3’ du 
gène à environ 120 bases avant le signal de polyadénylation, qui est la cible du facteur de 
transcription HIF (Hypoxia Inductible Factor). HIF, cloné en 1995 (Wang et al., 1995), est un dimère 
constitué de deux sous-unités α et β. La sous-unité β (aussi appelée ARNT) est exprimée 
constitutivement tandis que l’expression de la sous-unité α est régulée selon le niveau d’oxygène. Il 
existe trois protéines HIF α dont les gènes sont situés sur des locus distincts. HIF-1α et HIF-2α ont la 
même structure et sont régulées de façon identique, tandis que la fonction et la régulation de HIF-3α 
est, à l’heure actuelle, moins comprise. L’activité de HIF-1α (ou HIF-2α) est régulée selon deux 
mécanismes post-transcriptionnels distincts (Figure 8). En situation de normoxie, HIF-1α est 
hydroxylée sur deux résidus proline (P402 et P564), ce qui permet sa liaison à la protéine suppresseur 
de tumeur Von Hippel Lindau (pVHL). pVHL est une E-3 ligase qui va permettre l’ubiquitination de 
HIF-1 et la dégradation du complexe ainsi formé par le protéasome. L’hydroxylation des résidus 
proline de HIF-1α est effectuée par trois proline-hydroxylases (PHD1-3) dont l’activité est réduite en 
condition de faible oxygénation. C’est pourquoi, en situation d’hypoxie, HIF-1α faiblement 
hydroxylée échappe à la dégradation par le protéasome médiée par pVHL, et se lie à HIF1- β 
permettant sa fixation à la séquence enhancer du gène de l’Epo. D’autre part, l’activité 
transcriptionnelle de HIF est dépendante de deux co-activateurs CBP et p300 (Arany et al., 1996). La 
liaison de HIF-1α avec p300 est bloquée lorsque HIF-1α est hydroxylé sur un résidu asparagine 
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(A803). Cette réaction est catalysée par une asparagine hydroxylase nommée FIH (factor inhibiting 
HIF) qui, bien que de séquence différente des prolines hydroxylases (PHD1-3), possède aussi une 
activité oxygéno-dépendante (Lando et al., 2002). Ainsi, il existe un deuxième niveau de régulation 
dépendant de l’oxygénation permettant d’inhiber l’activité de HIF-1α ayant échappé à la dégradation 
par le protéasome (Figure 8). Il est à noter que le complexe HIF a de nombreuses autres cibles que le 
gène de l’Epo, puisqu’il peut se lier sur les HRE (Hypoxia Responsive Element) de nombreux gènes 
impliqués, entre autres, dans l’angiogénèse (VEGF, EGF..), le métabolisme du fer (la transferrine 
(Lando et al., 2002), le récepteur de la transferrine (RTF1))(Tacchini et al., 1999) et le métabolisme 
énergétique (glucose transporter 1, glyceraldehyde phosphate hydrogenase (Iyer et al., 1998)). 
 
 
Figure 8 : Régulation du facteur HIF en fonction des taux d’oxygène (Schofield and Ratcliffe, 2004) 
En présence d’oxygène, les hydroxylases de HIF (les prolines-hydroxylases (PHD1-3) et l’asparagine 
hydroxylase (FIH)) inactivent la sous-unité HIFα. Les PHD hydroxylent des résidus proline situés dans 
les domaines N et C-terminaux de dégradation de la protéine et permettent une interaction entre 
HIF et la protéine suppresseur de tumeur von-Hippel–Lindau (pVHL) ayant pour résultat la 
protéolyse des sous-unités HIFα. D’autre part, FIH hydroxyle un résidu asparagine dans le domaine 
d’activation carboxyterminal (CAD). HIF, ainsi hydroxylé, ne peut pas recruter le coactivateur p300 
ce qui bloque son activité transcriptionnelle. En situation d’hypoxie, les hydroxylases de HIF ne 
possèdent pas d’activité catalytique entrainant l’inactivation des processus de dégradation de HIF. 
Ainsi un complexe transcriptionnel actif associant HIFα, HIFβ et p300 peut se former et se fixer sur 
les promoteurs des gènes cibles.  
 
D’autre part, la production d’Epo est régulée positivement par la privation en fer. En effet, la 
privation en fer permet la fixation du complexe HIF sur l’enhancer de l’Epo car les enzymes 
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hydroxylant HIF ont une activité catalytique dépendante du fer (pour revue (Schofield and Ratcliffe, 
2004)). D’autres métaux, incluant le cobalt, le nickel et le manganèse, semblent aussi avoir un effet 
positif sur la production de l’Epo selon un mécanisme similaire à la privation en fer. 
 
2.1.4 Le R-Epo 
2.1.4.1 Structure  
 
Le récepteur de l’érythropoïétine ou R-Epo est une protéine constituée de 507 acides aminés 
appartenant à la super-famille des récepteurs aux cytokines de type 1. Le domaine extracellulaire du 
R-Epo possède deux domaines nommés D1 et D2 (Livnah et al., 1996), l’un nécessaire à la 
dimérisation du récepteur et l’autre jouant un rôle dans la liaison au ligand et la transduction du 
signal. Le domaine transmembranaire contient deux résidus leucine essentiels à la dimérisation du 
récepteur et la transduction du signal (Kubatzky et al., 2001) et le domaine intracellulaire possède 
deux séquences conservées, nommées Box1 et Box2 (Figure 9).  
 
 
Figure 9 : Domaines structurels du récepteur de l’érythropoïétine (selon (Richmond et al., 2005)) 
Le domaine extra-cellulaire du R-Epo est constitué de deux domaines fibronectines de type 2 D1 
(résidus 11 à 113) et D2 (résidus 118 à 218). Chaque sous-domaine possède deux résidus cystéines 
qui permettent la formation d’un pont disulfure intra-domaine. Le domaine transmembranaire 
contient deux leucines (position 240 et 241) qui sont essentielles à l’activation du récepteur. Le 
domaine juxta-membranaire est rigide et contient des motifs hydrophobiques. La partie intra-
cytoplasmique comprend deux régions Box1 (résidus 257-264) et Box 2 (résidus 302-312). Plusieurs 
résidus entre la partie juxta-membranaire et la Box1 sont importants pour l’activation de JAK2 par le 
récepteur de l’Epo. Parmi ceux-ci l’isoleucine (I257) et la tryptophane (W258) sont indiqués en 
rouge.   
 
Le R-Epo est dénué de toute activité tyrosine kinase intrinsèque. C’est pourquoi, celui-ci a besoin de 
l’ancrage au niveau du domaine D1 de la tyrosine kinase JAK2 qui est le pivot central de la 
signalisation de l’Epo. En absence de son ligand, le R-Epo est présent à la surface cellulaire sous 
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forme de dimère inactif. Sa liaison à l’Epo induit un changement conformationel du récepteur au 
niveau des domaines D1 et D2 et permet la transphosphorylation de chaque protéine JAK2 présente 
au niveau de chaque monomère (Pour revue voir (Richmond et al., 2005)) (Figure 10).  
Ainsi, la kinase JAK2 joue un rôle majeur dans la transduction du signal consécutif à la liaison de l’Epo 
sur son récepteur. D’ailleurs, les souris invalidées pour JAK2 ont un phénotype quasi identique aux 
souris invalidées pour l’Epo et R-Epo (Neubauer et al., 1998; Parganas et al., 1998). JAK2 possède, 
comme tous les membres de la famille de JAK, sept domaines JAK-homology (JH) localisés au niveau 
C-terminal dont un domaine catalytique (JH1) à activité tyrosine kinase et un domaine pseudo-kinase 
(JH2). Le domaine pseudo-kinase possède une structure similaire au domaine tyrosine kinase jouant  
probablement un rôle de rétrocontrôle négatif (Lindauer et al., 2001; Saharinen et al., 2000). En 
conditions physiologiques,  l’activation de JAK2 permet la phosphorylation du R-Epo sur ses résidus 
tyrosines intracellulaires. Au moins 8 résidus tyrosines semblent impliqués dans l’activation du R-Epo 
et contribuent à l’activation de divers relais intracellulaires. Cependant, de façon surprenante et 
contrairement à JAK2, ces résidus ne sont pas indispensables à l’activation des voies de signalisation 
car les souris knock-in (KI) pour un R-Epo tronqué de tous ses résidus tyrosine sont viables (Zang et 
al., 2001). Il semble pourtant que l’intensité du signal généré par un récepteur invalidé pour les 
résidus tyrosine soit beaucoup plus faible, puisque la réponse au stress des souris KI est altérée (Li et 




Figure 10 : Liaison de l’Epo à son récepteur homodimérique et initiation de la transduction du 
signal (Bunn, 2007) 
A- Structure cristallisée du complexe formé par l’Epo et les deux domaines extracellulaires de l’Epo-
R (Syed et al., 1998). Les cylindres rouges représentent les structures en hélice α et les rubans verts 
les feuillets β. 
B- Représentation schématique du changement conformationel du R-Epo lors de sa liaison à l’Epo. 
La proximité des deux domaines intracytoplasmiques permet l’autophosphorylation de JAK2 et 
l’initiation de la transduction du signal. 
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2.1.4.2 Expression  
 
Le R-Epo est exprimé faiblement sur les progéniteurs érythroïdes immatures puis fortement à 
partir du stade BFU-E mature et CFU-E. En dehors de l'érythropoïèse, le R-Epo est exprimé sur les 
progéniteurs mégacaryocytaires et les mégacaryocytes (Ishibashi et al., 1987) soulignant la 
communauté entre ces deux lignées (McDonald and Sullivan, 1993). Les souris invalidées pour le 
gène du R-Epo meurent au stade embryonnaire (E13 à E15) d’anémie profonde causée par une 
accumulation des progéniteurs au stade BFU-E et CFU-E (Wu et al., 1995b). Ainsi, la liaison de l’Epo à 
son récepteur n’est pas nécessaire à l’engagement vers la voie érythroïde mais indispensable à 
l’érythropoïèse tardive. Des transcrits du R-Epo ont aussi été retrouvés dans d’autres tissus non 
hématopoïétique comme les épithéliums mammaires et intestinaux, le placenta, les cellules 
musculaires ou endothéliales (Anagnostou et al., 1994; Masuda et al., 1999). De nombreux travaux 
ont étudié l’implication du R-Epo au niveau du système nerveux central et du myocarde (Csete et al., 
2004; Calvillo et al., 2003; Juul, 2004). En effet, les souris R-Epo
-/-
 présentent, en plus de leur anémie, 
des malformations cardiaques (Wu et al., 1999) et des anomalies cérébrales (Yu et al., 2002). De plus, 
l’administration d’Epo confère un rôle neuro ou cardio-protecteur après ischémie cérébrale ou 
myocardique (Brines et al., 2000; Calvillo et al., 2003). Cependant, il est à noter que les souris R-Epo
-/- 
exprimant le R-Epo uniquement dans la lignée érythroïde sont viables et présentent un phénotype 
normal (Suzuki et al., 2002), ce qui laisse penser que le R-Epo n’est indispensable qu’aux 
érythroblastes. Enfin, le R- Epo a été impliqué dans la croissance et la progression de certains 
cancers. L’expression du R-Epo a été retrouvée sur de nombreuses tumeurs (sein, poumon, col de 
l’utérus), et certaines études ont montré que celui-ci était fonctionnel (Arcasoy et al., 2002). Ces 
constatations ont fait l’objet de vives polémiques car l’utilisation d’érythropoïétine recombinante 
(rHuEpo) est préconisée dans la prise en charge de l’anémie en oncologie. En outre, plusieurs essais 
cliniques ont montré l’effet délétère de celle-ci sur la progression et la survie des patients inclus 
(Leyland-Jones et al., 2005). Un essai clinque prospectif en double aveugle, publié en 2006 chez des 
patients atteints de cancers de la tête et du cou, a montré un nombre de rechutes plus important 
dans le bras rHuEpo (Henke et al., 2006). De façon intéressante, la majorité des patients ayant 
rechuté présentait un marquage par immunohistochimie (HIC)) positif pour le R-Epo sur des coupes 
de leur tumeur. Cependant, ces études ne permettent pas de conclure formellement sur le rôle du R-
Epo en cancérologie du fait, entre autres, de biais de sélection des patients et du taux cible 
d’hémoglobine trop élevé. De plus, une équipe a récemment mis en évidence une réaction croisée 
des anticorps anti-R-Epo utilisés en HIC avec la protéine de choc thermique HSP-70 qui peut être 
surexprimée dans les cellules tumorales (Elliott et al., 2006). Ainsi, la balance bénéfice/risque de 
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l’administration de rHuEpo chez les patients atteints de cancer reste encore à déterminer. 
Concernant la physiopathologie de la lignée érythroïde, des mutations activatrices du R-Epo ont été 
mises en cause dans de rares cas de polyglobulies familiales (Sokol et al., 1995) et ont pu provoquer 
l’induction d’érythroleucémies murines (Longmore and Lodish, 1991). Néanmoins, des mutations de 
la protéine JAK2 sont en causes dans la plupart des pathologies où sont retrouvées une prolifération 
anormale d’érythroblastes ou une insensibilité aux taux d’Epo. En effet, la majorité des patients 
atteint de polyglobulie de vaquez (PV) présentent une mutation au niveau du domaine pseudo-
kinase de JAK2 (V617F) qui semble inactiver la boucle de rétrocontrôle négatif, permettant ainsi une 
phosphorylation constitutive de la tyrosine Y1007 et l’activation permanente des voies de 
signalisation (James et al., 2005) et pour revue (Staerk et al., 2007). 
 
2.2 Régulation paracrine par le Stem Cell Factor 
 
L’érythropoïèse peut être régulée selon un mode paracrine et autocrine par l’intermédiaire 
de nombreuses cytokines. Ces cytokines sont synthétisées au niveau du stroma médullaire par les 
fibroblastes, les adipocytes, les cellules endothéliales mais aussi par les cellules hématopoïétiques, 
notamment les lymphocytes, les monocytes et les macrophages des îlots érythroblastiques. Les 
interleukines IL-3, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11 et le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor) participent toutes à la régulation positive de l’érythropoïèse en activant des signaux de 
prolifération et de survie cellulaire (Birkmann et al., 1997). Cependant, aucun de ces facteurs n’est 
critique pour le développement de la lignée érythroïde in vivo. Le SCF est, parmi les facteurs secrétés 
de façon paracrine, l’unique cytokine indispensable à l’érythropoïèse précoce car celui-ci envoie des 
signaux de prolifération et de survie cellulaire, tout en retardant la maturation terminale des 




Le SCF est une protéine dimérique glycosylée dont la structure présente de fortes 
homologies avec le M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) (pour revue voir (Broudy, 
1997))(Figure 11). Cette cytokine existe sous deux formes distinctes du fait d’un épissage alternatif 
au niveau l’exon 6, sur lequel se situe un site de clivage protéolytique (Flanagan et al., 1991). Ainsi, la 
protéine exprimant le site de clivage est soluble tandis que l’autre est transmembranaire. Les deux 
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formes sont biologiquement actives mais la forme transmembranaire semble être primordiale dans 
la régulation positive de l'érythropoïèse. En effet, les souris n'exprimant que la forme soluble 
(mutation Sl
d
) sont viables mais présentent une sévère anémie macrocytaire (Brannan et al., 1991; 
Flanagan et al., 1991; Russell, 1979). Ce phénotype peut être expliqué par le fait que la forme soluble 
active le C-Kit de façon plus transitoire que la forme transmembranaire et entraine une 
internalisation plus rapide du récepteur aboutissant à sa dégradation (Miyazawa et al., 1995).  
 
 
Figure 11 : Représentation schématique de la structure du SCF 
Le SCF est constitué de quatre hélices α et deux feuillets β. Les ponts disulfures sont représentés par 
des points jaunes. 
 
Le SCF agit en synergie avec d’autres cytokines comme l’IL-3, le G-CSF et le GM-CSF sur la croissance 
des CFU-GEMM, CFU-GM et BFU-E, en induisant des signaux de survie et de prolifération. De plus, le 
SCF ralentit la différenciation des érythroblastes les plus matures (Muta et al., 1995). A partir du 
stade CFU-E, le SCF agit en synergie avec l’Epo afin d’empêcher l’apoptose et permettre la 
prolifération (voir chapitre « coopération C-Kit/Epo ci-dessus »). Enfin, il a été montré que le SCF 
empêche l’apoptose induite par Fas des progéniteurs (Lee et al., 1997) probablement par inhibition 
de l’activation des caspases-3 et 8 (Nishio et al., 2001). Le SCF semble jouer aussi un rôle important 
dans l’adhésion des cellules aux molécules de la matrice extra-cellulaire comme la fibronectine. Cette 
action serait due à des modulations du nombre de protéines de surface VLA-4 ou VLA-5 sur les 
précurseurs hématopoïétiques (Levesque et al., 1995). Une autre hypothèse est que la liaison même 
du SCF transmembranaire sur le C-Kit permettrait le rapprochement des cellules hématopoïétiques 
de l’environnement médullaire (Flanagan et al., 1991).  
Les cellules stromales produisent le SCF de façon probablement constitutive (Broudy, 1997). Les 
concentrations de SCF dans la circulation, contrairement à l’Epo, ne sont pas inversement liées à 
l’hématocrite (Abkowitz et al., 1996) et ne semblent pas varier en situation d’hypoxie ou de 
polyglobulie. Il est probable, bien que non formellement démontré, que le taux de SCF disponible 
soit dépendant du taux de consommation de SCF par son récepteur et donc aussi du niveau 
29 
 
d’expression de celui-ci à la surface des précurseurs érythroïdes. L’injection de SCF recombinant a été 
évaluée en thérapeutique, mais l’utilisation de celui-ci est limitée du fait d’importants effets 
indésirables causés par la dégranulation des mastocytes au niveau du site d’injection (Costa et al., 
1996; Weaver et al., 1996). Cet effet étant dose dépendant, l’adjonction de faibles doses de SCF à 
d’autres cytokines comme le G-CSF a été testée avec succès dans la mobilisation dans le sang 
périphérique de cellules souches chez des patients présentant un syndrome lymphoprolifératif 




Le récepteur au SCF, nommé C-Kit, fait partie de la famille des récepteurs transmembranaires 
à activité tyrosine kinase de type 3 au même titre que le CSF-1 et le PDGF (Ullrich and Schlessinger, 
1990). Ce récepteur est exprimé sur les progéniteurs hématopoïétiques, les mastocytes, les 
mélanocytes, les cellules germinales et les cellules interstitielles de Cajal (McNiece and Briddell, 
1995). Il est composé de 5 domaines immunoglobulines extracellulaires, un domaine kinase 1 
juxtamembranaire (site de liaison de l’ATP), et un domaine kinase 2 (site de l’activité 
phosphotransférase). De façon physiologique, le récepteur C-Kit se dimérise et s’autophosphoryle 
lors de sa liaison au SCF et active des molécules de transduction du signal comme la phospholipase 
Cγ (PLCγ ; liaison sur tyrosine 728) (Gommerman et al., 2000), la sous-unité p85 de la PI-3K (résidu 
tyrosine 719 )(Serve et al., 1995), les kinases de la famille Src (liaison sur tyrosine 568/569) (Linnekin 
et al., 1997), Grb2 (tyrosine 702) et Grb7 (tyrosine 934) (Thommes et al., 1999). Les conséquences de 
l’activation de ces voies seront détaillées dans le chapitre « activation des voies de signalisation » ci-
dessous. Il existe aussi une régulation négative de C-Kit médiée par de nombreuses phosphatases, 
notamment SHP-1, SHP-2 et SHIP (SH2-containing inositol phosphatase). Brièvement, au niveau des 
mastocytes et lors de leur dégranulation, SHP-1 régule négativement le C-Kit en le dé-phosphorylant 
(Huber et al., 1998), alors que SHP-2 influence l’activation de la voie MAPK.  
L’importance de l’interaction entre le C-Kit et le SCF dans le développement du lignage érythroïde a 
été mise en évidence dans des études des souris mutantes sur les locii White spotting (W) ou Steel (S) 
correspondant respectivement aux gènes du C-Kit (Chabot et al., 1988; Geissler et al., 1988) et du SCF 
(Huang et al., 1990; Zsebo et al., 1990). Pour ces deux locii, de nombreux allèles ont été identifiés. De 
nombreuses mutations indépendantes sont décrites sur le locus W ; ce sont des mutations semi-
dominantes qui entrainent des phénotypes communs plus ou moins marqués selon l’allèle touché et 
l’état d’homozygotie ou d’hétérozygotie de la souris (anémie, infertilité, dépigmentation). Chez 
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l’homme, une trentaine de mutations ponctuelles acquises et activatrice de C-Kit sont décrites et 
jouent un rôle majeur dans la physiopathologie de certaines maladies comme la mastocytose ou les 
tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) (Akin and Metcalfe, 2004) (Figure 12). En effet, la 
mutation D816V sur le site catalytique du récepteur est détectée chez environ 70% des adultes 
atteints d’une mastocytose systémique et permet l’activation constitutive du récepteur sans ligand ni 
dimérisation. Cette mutation est de mauvais pronostic car elle confère une résistance à l’inhibiteur 
de tyrosine kinase imatinib Glivec® classiquement utilisé dans ces pathologies (Heinrich et al., 2002). 
Concernant les GIST, la principale mutation impliquée est retrouvée essentiellement dans le domaine 
juxta-membranaire (V560G) et permet la dimérisation du récepteur sans son ligand. Les patients 
ayant cette mutation sont sensibles à l’imatinib. Les mutations inactivatrices chez l’Homme ne sont, 
par contre, pas décrites car probablement létales in utero. 
 
Figure 12 : Structure simplifiée du récepteur C-Kit (d’apres (Arock, 2004)) 
Le récepteur est représenté sous forme dimérique, tel qu’il se présente après sa liaison au SCF. 
Différentes mutations de c-kit retrouvées dans des mastocytoses humaines sont détaillées en 
fonction du domaine atteint. La mutation D816V est soulignée car c’est la plus fréquemment 
rencontrée dans les mastocytoses. 
 
2.3 Mécanismes de coopération entre le C-Kit et le R-Epo 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, le SCF et L’Epo sont les deux facteurs de croissance 
essentiels au bon déroulement de l’érythropoïèse. Ces cytokines agissent par liaison sur leur 
récepteur respectif le C-Kit et le R-Epo, permettant l’activation de nombreuses voies de signalisation 
cellulaires qui seront développées ci-dessous. D’autre part, ces deux récepteurs sont exprimés de 
façon différentielle au cours de l’érythropoïèse (Figure 13). C-Kit est exprimé du progéniteur 
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érythroïde le plus précoce jusqu’au stade érythroblaste basophile (Katayama et al., 1993; Uoshima et 
al., 1995). Concernant le R-Epo, Il n’a toujours pas été déterminé à quel stade de différenciation 
précis celui-ci commence à être synthétisé. Il est communément admis que le R-Epo est exprimé au 
stade BFU-E avec un maximum d’expression aux stades CFU-E et proérythroblaste, puis une 
diminution lors de la différenciation terminale (Fraser et al., 1988; Wognum et al., 1990). D’autre 
part, il est probable que celui-ci soit exprimé faiblement au niveau de progéniteurs pluripotents et 
des BFU-E primitives, mais non sur les cellules quiescentes (Berardi et al., 1995). D’autre part, il 
semble exister des mécanismes croisés de régulation de l’expression des récepteurs. En effet, il a été 
montré récemment que la stimulation du R-Epo par l’Epo induit une diminution de l’expression du C-
Kit. Ce mécanisme ferait intervenir la src kinase Lyn puisque la surexpression de celle-ci dans des 
cellules pré-érythroleucémiques murines diminue l’expression du C-Kit (Kosmider et al., 2009). Une 
autre étude a montré que GATA-1 pouvait se fixer sur un élément régulateur en amont du gène de C-
Kit laissant suggérer que l’expression de GATA-1 permet la diminution du C-Kit à la surface cellulaire 
de façon concomitante à l’augmentation d’expression du R-Epo (Munugalavadla et al., 2005). 
 
 
Figure 13 : Cinétique d’expression du C-Kit et du R-Epo au cours de l’érythropoïèse 
 
Pendant la période où les deux récepteurs sont co-exprimés, ceux-ci agissent en synergie pour 
réguler positivement l’érythropoïèse. Cet effet synergique a été décrit par de nombreuses équipes 
comme ayant un rôle essentiel dans la croissance et de la prolifération cellulaire des progéniteurs 
érythroïdes (Arcasoy and Jiang, 2005; Sui et al., 1998). Cependant, les mécanismes d’action de cette 
coopération restent encore discutés. Selon plusieurs auteurs, l’Epo-R serait phosphorylé directement 
par C-Kit lorsque celui-ci est activé par le SCF, mais cette phosphorylation ne permettrait qu’une 
activation partielle du récepteur, puisque STAT5a n’est pas activé (Jacobs-Helber et al., 1997; Wu et 
al., 1995a). D’autre part, il a été montré une association entre les deux récepteurs au niveau 




En opposition avec les études citées ci-dessus, d’autres expériences utilisant un R-Epo tronqué au 
niveau des résidus tyrosines suggèrent que la phosphorylation de celui-ci n’est pas nécessaire pour 
l’effet synergique entre le C-Kit et le R-Epo ((Miller et al., 2002; Li et al., 2003b). La coopération entre 
les deux récepteurs ferait appel à des mécanismes transcriptionnels. En effet, le SCF augmente la 
transcription de STAT5a permettant une activation plus importante de celui-ci par le R-Epo (Kapur 
and Zhang, 2001). D’autre part, la transcription du R-Epo a aussi été trouvée augmentée après 
activation du C-Kit dans des cellules leucémiques HLM/SE (Sato et al., 1998). La synergie semble enfin 
s’effectuer au niveau des voies de signalisation en aval des récepteurs. Par exemple, il a été montré 
les protéines ERK1/2, impliquées dans la prolifération et la survie des érythroblastes, étaient 
phosphorylées plus intensément et plus longtemps lors d’une co-activation SCF/Epo comparé aux 
cytokines seules (Sui et al., 1998). Enfin, les Src kinases pourraient avoir un rôle dans cette synergie 
puisque des mutations du récepteur C-Kit pour des tyrosines essentielles dans l’activation des Src 
abolissent la coopération de celui-ci avec le R-Epo sur la survie et la prolifération des progéniteurs et 
précurseurs érythroïdes (Hong et al., 2008; Tan et al., 2003). D’autre part, les auteurs de ce papier 
ont retrouvé un effet moindre avec des C-Kit mutés au niveau de la fixation de la PI3K (Y719F), PLC-γ 
(Y728F), Grb2 (Y702F) ou Grb7 (Y934F) (Tan et al., 2003). En résumé, s’il est formellement démontré 
que le SCF et L’Epo ont un effet synergique sur la prolifération des érythroblastes, le mécanisme 
d’action de cette synergie est complexe et partiellement élucidé (Figure 14).  
 
Figure 14 : Schéma récapitulatif des mécanismes de coopération entre le C-Kit et le R-Epo 
A- induction de la phosphorylation du R-Epo par le C-Kit 
B- Régulation transcriptionnelle du R-Epo et de STAT5 par C-Kit 
C- Amplification des voies de signalisation en aval des récepteurs 
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3 Principales voies de signalisations activées lors de 
l’érythropoïèse 
 
Les voies de signalisations impliquées dans l’érythropoïèse sont nombreuses et peuvent être 
activées par plusieurs facteurs de croissance, à l’exception de la voie STAT5 spécifique de l’activation 
du R-Epo. Les principales voies détaillées ci-dessous sont les voies des MAPkinase, PI3-kinase/Akt et 
le facteur de transcription STAT5. Il est à noter que l’activation des récepteurs à facteur de croissance 
et plus particulièrement du R-Epo est transitoire et qu’il existe des mécanismes de rétrocontrôle 
négatifs mis en œuvre afin de réguler l’intensité de la signalisation. Ces systèmes de régulation 




STAT5 fait partie des facteurs de transcription de la famille STAT. Il possède un domaine de 
fixation à l’ADN, un domaine transactivateur, ainsi qu’un domaine SH2 et une tyrosine 
phosphorylable par JAK2. Il est à noter que STAT1 et STAT3 peuvent être phosphorylés par JAK2 mais 
semblent jouer un rôle dans l’érythropoïèse (Halupa et al., 2005; Kirito et al., 2002; Kirito et al., 
1997). STAT5 existe sous deux isoformes STAT5a et b qui présentent plus de 96 % d’homologie au 
niveau protéique. Les deux protéines peuvent s’activer soit par fixation de leur domaine SH2 aux 
résidus 344 et 402 du R-Epo, soit par liaison directe avec JAK2 (Damen et al., 1995). La 
phosphorylation des deux isoformes induit la formation d’homo ou d’hétérodimères STAT5a/b, puis 
leur translocation nucléaire. Le rôle de STAT5 dans l’érythropoïèse n’est pas encore clairement 
élucidé. Les souris initialement décrites comme invalidées pour les gènes STAT5a et STAT5b ont 
présenté de façon surprenante une érythropoïèse adulte normale (Teglund et al., 1998). Cependant, 





forme tronquée N-terminale de STAT5a-b pouvant activer une partie des gènes cibles de STAT5 
(Moriggl et al., 2005). Le vrai modèle KO est maintenant caractérisé et présente un phénotype 
hématopoïétique plus sévère avec une profonde anémie microcytaire ayant pour conséquence une 
mortalité périnatale presque complète (Kerenyi et al., 2008).  
STAT5 a un rôle important dans l’érythropoïèse terminale. En effet, la forme constitutivement active 
de STAT5 permet une érythropoïèse normale en l’absence du R-Epo et de JAK2 (Grebien et al., 2008). 
Les cibles transcriptionelles directes de STAT5 sont Bcl-XL, pim-1, c-myc, les cyclines-D, l’oncostatine 
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M et la famille des SOCS qui jouent un rôle dans la prolifération, l’apoptose et la différenciation. 
Parmi toutes ces cibles, la protéine anti-apoptotique Bcl-XL joue un rôle primordial dans la survie des 
précurseurs érythroïdes. En effet, au cours de la différenciation érythroïde, une augmentation 
importante de l’expression de Bcl-XL est observée à partir du stade BFU-E avec un pic au stade 
polychromatophile ((Dolznig et al., 2001) et pour revue voir (Testa, 2004)). Les souris KO pour Bcl-XL 
meurent à 13 jours de vie embryonnaire avec une apoptose massive des cellules du système nerveux 
central et des précurseurs érythroïdes du foie fœtal (Motoyama et al., 1995). Les cellules ES Bcl-XL
-/- 
 
cultivées in vitro génèrent des colonies érythroïdes qui rentrent de façon massive en apoptose en fin 
de différenciation (Motoyama et al., 1999). D’autre part, Bcl-XL est aussi impliqué dans la synthèse 
de l’hème, composant essentiel de l’hémoglobine (Hafid-Medheb et al., 2003). Il est à noter que la 
régulation de Bcl-XL dans l’érythropoïèse n’est pas sous la seule dépendance de Stat5a et que le 
promoteur du gène Bcl-XL contient des régions régulatrices où peuvent se lier plusieurs facteurs de 
transcription dont GATA-1 (Grillot et al., 1997). Néanmoins, l’axe STAT5/ Bcl-XL semble primordial au 
bon déroulement de l’érythropoïèse, car l’anémie microcytaire observée chez les embryons STAT5
-/-
 
est due à une apoptose massive des précurseurs érythroïdes à partir du stade CFU-E du fait d’une 
diminution des protéines anti-apoptotiques BcL-XL et Mcl-1 (Kerenyi et al., 2008). Enfin, l’expression 
constitutive de STAT5 et de Bcl-XL permet la formation et la différenciation de progéniteurs 
érythroïdes en l’absence d’Epo (Garcon et al., 2006). 
 
3.2 Voie PI3K/AKT 
 
La voie de signalisation impliquant la phosphoinositol-3-kinase (PI3K) est présente dans de 
nombreux types cellulaires et peut être activée par la liaison d’un grand nombre de cytokines à leur 
récepteur respectifs. Elle est aussi souvent activée constitutivement lors de phénomènes de 
transformations oncogéniques (pour revue voir (Vivanco and Sawyers, 2002)). Concernant les 
érythroblastes, la voie PI3K est activée par l’Epo, le SCF mais aussi l’IL-3 et l’IL-6. 
Au niveau du R-Epo, plusieurs mécanismes concourent à l’activation de la PI3kinase. La dernière 
tyrosine du récepteur (Y479) semble fixer directement cette enzyme. D’autre part, la PI3-kinase peut 
être recrutée par GAB1 phosphorylé. Cet adaptateur moléculaire est phophorylé au sein d’un 
complexe GAB1-Grb2-Shc où le domaine SH2 de Shc interagit avec les deux premières tyrosines du R-
Epo. Enfin, l’adaptateur moléculaire IRS-2 est constitutivement associé au complexe R-Epo/JAK2. Il 
est phosphorylé après l’activation du R-Epo et recrute la PI3kinase (pour revue (Casadevall et al., 
2008)). Concernant le récepteur C-KIT, la PI3K peut être activée soit par fixation directe de résidus 
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phosphorylés du récepteur, soit par l’activation des Src kinases. Selon certains auteurs, il semblerait 
que la phosphorylation d’AKT par la PI3K soit plus intense et plus longue après une stimulation par le 
SCF comparé à l’Epo (von Lindern et al., 1999). La PI3K est un hétérodimère constitué d’une sous-
unité régulatrice (p85) et d’une sous-unité catalytique (p110). La sous-unité p85 possède des 
domaines SH2 qui lui permettent de s’associer avec de nombreux résidus phosphotyrosine. 
L’activation de la PI3K par phosphorylation induit la génération du 3’ phospho-inositol (PiP3), second 
messager qui se fixe sur un domaine spécifique de la protéine kinase B (PKB ou AKT) et permet son 
activation. L’activation de la PI3K est nécessaire mais non suffisante à la prolifération et la survie des 
érythroblastes (Bao et al., 1999). En effet, les embryons de souris invalidées pour la sous-unité p85 
(la mutation est létale in utero (Fruman et al., 2000)) présentent une diminution importante du 
nombre d’érythrocytes et de progéniteurs érythroïdes dans le foie fœtal (Huddleston et al., 2003). 
D’autre part, l’inhibition de la voie PI3K/AKT diminue la prolifération cellulaire et active l’apoptose de 
précurseurs érythroïdes (Haseyama et al., 1999).  
Plusieurs substrats en aval d’AKT ont été identifiés et jouent un rôle important dans la survie et la 
prolifération cellulaire. Parmi ceux-ci, le facteur de transcription forhead Foxo3a/FKHR-L1 (Kashii et 
al., 2000) est impliqué dans la régulation de gènes pro-apoptotiques ou anti-prolifératif tels que FAS-
L ou Bim (Brunet et al., 1999), l’inhibiteur du cycle cellulaire p27
KIP1
 (Bouscary et al., 2003) et le B cell 
translocation gene 1 (BTG1) (Bakker et al., 2004). Après phosphorylation par AKT, Foxo3a est 
séquestré par les protéines 14-3-3 dans le cytoplasme des précurseurs érythroïdes empêchant ainsi 
toute régulation de gènes cibles (Figure 15). Il est à noter que, de façon surprenante, les souris 
déficientes pour Foxo3a présentent une anémie modérée associée à une réticulocytose, (Castrillon et 
al., 2003). D’autre part, AKT phosphoryle la protéine pro-apoptotique Bad l’empêchant ainsi de 
retenir Bcl-XL dans le cytoplasme. Ainsi, lors de l’activation de la voie PI3K/AKT, Bcl-XL peut exercer 
ses fonctions anti-apoptotiques (Vivanco and Sawyers, 2002). AKT active aussi la survivine, un 
membre de la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) qui inhibe l’apoptose en inactivant les 
caspases et dont le rôle dans la maturation érythroïde terminale a été décrit récement (Leung et al., 
2007). Une autre cible de la voie PKB/AKT est la sérine/thréonine kinase glycogen synthetase kinase-
3 (GSK3), impliquée dans le métabolisme du glycogène et dans la régulation de l’apoptose des 
progéniteurs érythoïdes humains primaires. L’activité de GSK3 est inhibée par l’Epo et le SCF ; son 
inhibition in vitro protège les progéniteurs érythroïdes de l’apoptose induite par la privation en Epo 
(Somervaille et al., 2001). Enfin, AKT active les facteurs de transcription NF-κB et CREB permettant la 






Figure 15 : Représentation schématique des différents effecteurs de la voie PI3K/AKT 
 
 
Par ailleurs, plusieurs expériences in vitro suggèrent que la PI3K serait impliquée dans la 
différenciation érythroïde. En effet, la surexpression d’AKT activé permet la différenciation 
érythroïde de progéniteurs de foie fœtal sauvages ou déficients pour JAK2 (Ghaffari et al., 2006). Cet 
effet n’est pas lié à une diminution de l’apoptose ou à une prolifération accrue. D’autre part, un 
inhibiteur chimique spécifique de la voie PI3K/AKT (LY294002) diminue l’apparition de cellules GPA 
positives dans une culture de cellules CD34
+
 cultivées en présence d’Epo et de SCF (Myklebust et al., 
2002). Le mécanisme est encore mal décrit mais il serait lié à GATA-1, puisqu’il a été montré qu’AKT 
activé par la PI3K pouvait phosphoryler GATA-1 augmentant ainsi son activité transcriptionnelle et la 
synthèse des gènes érythroïdes (Zhao et al., 2006).  
 
 
3.3 Voie MAPK 
 
La voie des MAP Kinases est activée au cours de l’érythropoïèse. Au niveau du R-Epo, 
plusieurs mécanismes semblent mener à cette activation de façon plus ou moins indépendante ; Ras 
pourrait être activé par le recrutement du complexe Grb2-SOS au niveau de certaines tyrosines du 
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récepteur (résidus 285, 461 et 465)(van Biesen et al., 1995). D’autre part, les adaptateurs GAB1 et 
IRS2 sont susceptibles d’activer Ras en plus de la PI3-kinase (Bard-Chapeau et al., 2005) mais ne 
semblent pas absolument nécessaire à cette activation (Bouscary et al., 2003). Concernant le C-Kit, 
Ras semble être activé par le recrutement du complexe Grb2-SOS. Ras activé permet la mise en 
œuvre d’une cascade de kinases qui phosphorylent et activent certains facteurs transcriptionnels 
permettant ainsi la régulation de gènes cibles. Ces voies de signalisations sont impliquées dans la 
prolifération, la différenciation et l’apoptose des précurseurs érythroïdes. Parmi les différentes 
isoformes de Ras, seule K-Ras semble être nécessaire à l’érythropoïèse (Khalaf et al., 2005) et 
l’invalidation cette isoforme est létale in utero (Johnson et al., 1997; Koera et al., 1997). Les 
embryons présentent une anémie et une diminution de progéniteurs dans le foie fœtal. D’autre part, 
l’hyper-expression de Ras dans des érythroblastes de foie fœtal a provoqué une prolifération 
importante de CFU-E et un blocage de la différenciation terminale (Zhang et al., 2003b). Trois voies 
de signalisations principales sont activées en aval de Ras, la voie ERK, la voie JUNK et la voiep38.  
La voie ERK1/2 est impliquée dans la prolifération et la survie des érythroblastes. ERK 1 et ERK 2 
(aussi appelées p44 et P42 MAP kinases) sont des serine/thréonine kinases qui sont activées par une 
combinaison de phosphorylation de résidus tyrosine et thréonine effectuée par MEK1/2, elle-même 
activée par RAF-1 situé en aval de Ras (Turjanski et al., 2007). Les protéines ERK1 et ERK2 sont 
localisées majoritairement dans le cytoplasme des cellules quiescentes mais, après stimulation, une 
population importante d’entre elles s’accumule dans le noyau. Activées, elles catalysent la 
phosphorylation de nombreux substrats dans tous les compartiments cellulaires aux niveaux 
nucléaire, membranaire et du cytosquelette. RSK, MSK et MNK sont les principaux substrats de ERK1 
et ERK2. Dans la lignée UT-7 stimulée par l’Epo, ERK1 et 2 sont rapidement phosphorylées via RAF-1 
(Gobert et al., 1995). Il a été montré sur des érythroblastes humains, que la voie ERK1/2 est activée 
par le SCF et l’Epo et qu’un inhibiteur spécifique de cette voie (le PD98059) inhibe la croissance des 
érythroblastes. D’autre part, il existe une synergie d’activation de ERK1/2 par les deux cytokines, tant 
au niveau de l’intensité de phosphorylation que de la durée de l’activation (Sui et al., 1998).  
La voie JUNK comprend une serine/thréonine kinase JNK (dont il existe trois isoformes) qui active par 
phosphorylation la protéine c-jun et lui permet d’exercer, au sein du complexe AP-1, ses propriétés 
d’activation transcriptionnelle. De façon surprenante et probablement selon le type cellulaire, 
l’activation de la voie JUNK peut avoir un rôle pro-apoptotique (Xia et al., 1995) ou anti-apoptotique 
et pro-prolifératif (Chen et al., 1996). Concernant l’érythropoïèse, l’effet pro-prolifératif et anti-
apoptotique semble prédominer. En effet, JNK est activée par l’Epo dans les lignées dépendantes de 
l’Epo murines (HCD57) ou humaines (UT7-Epo, TF-1) et favorise la prolifération cellulaire (Jacobs-
Helber and Sawyer, 2004). D’autre part, dans la lignée IL-3 dépendante BAF3, l’induction de c-jun 
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protège les cellules de l’apoptose induite par privation en cytokine (Shimizu et al., 1996). Enfin, des 
expériences sur des cellules érythroïdes murines montrent que l’inhibition de la voie JUNK bloque la 
prolifération essentiellement des progéniteurs immatures (BFU-E), mais pas celle des CFU-E ni des 
stades plus tardifs de l’érythropoïèse (Jacobs-Helber and Sawyer, 2004). 
Enfin, la voie p38 semble impliquée dans les étapes terminales de la maturation érythroïde (Uddin et 
al., 2004). L’inhibition de cette voie bloque la différenciation érythroïde induite par l’Epo sur des 
cellules érythroleucémiques SKT6 alors que l’expression d’une forme active p38 induit la 
différenciation érythroïde en l’absence d’Epo (Nagata et al., 1998). P38 induit l’expression de la 
globine γ dans les cellules K562 et dans les progéniteurs érythroïdes primaires (Pace et al., 2003). 
Une activation excessive de p38 a été décrite dans les syndromes myelodysplasiques. L’utilisation 
d’inhibiteurs de cette voie permet de restaurer l’hématopoïèse in vitro chez ces patients (Navas et 
al., 2006). 
3.4 Voie des src kinases 
 
La famille des Src est une famille de 8 tyrosines kinases présentes dans de nombreux types 
cellulaires. Parmi celles-ci, la Src kinase Lyn (LcK/Yes-related novel tyrosine kinase) a été impliquée 
dans l’érythropoïèse essentiellement murine (Ingley et al., 2005; Karur et al., 2006; Tilbrook et al., 
1997), mais aussi humaine dans une étude (Harashima et al., 2002). Le rôle de la kinase src est plus 
largement décrit dans l’érythropoïèse chez l’Homme (Kitanaka et al., 1994; Kubota et al., 2001; 
Okutani et al., 2001).  
Les souris déficientes en Lyn expriment très faiblement les facteurs de transcription GATA-1 et EKLF 
et STAT5 et présentent anomalies de différenciation terminale associées à une érythrophagocytose 
médullaire importante (Ingley et al., 2005). D’autre part, les souris Lyn
-/-
 jeunes ne présentent pas 
d’anémie, contrairement aux plus âgées du fait d’une érythropoièse extra-médullaire importante 
provoquant une accumulation de progéniteurs spléniques (Ingley et al., 2005). D’autre part, 
l’inactivation sélective de Lyn dans des érythroblastes humains entraîne l’arrêt de maturation au 
stade d’érythroblaste basophile (Harashima et al., 2002). Au niveau moléculaire, Lyn s’associe 
directement au R-Epo et induit sa phosphorylation probablement sur les résidus tyrosine Y-464 or Y-
479 (Chin et al., 1998). Des expériences in vitro montrent que les src kinases peuvent phosphoryler 
STAT5 (Chin et al., 1998; Okutani et al., 2001). D’autre part, celles-ci semblent jouer un rôle dans 
l’activation de la voie PI3K et de PLCγ par l’Epo (Boudot et al., 2003; Kubota et al., 2001). Par ailleurs, 
les src sont aussi recrutées lors de la liaison du SCF au C-Kit au niveau des domaines SH2 de la partie 
intracytoplasmique du récepteur. Les conséquences de cette activation ont principalement été 
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étudiées dans la lignée mastocytaire avec l’activation de la voie JNK (Timokhina et al., 1998). Enfin, 
comme nous l’avons vu dans le chapitre « coopération C-Kit/R-Epo, la surexpression de Lyn dans des 
lignées érythroleucémiques murines provoque une diminution de l’expression de C-kit rendant ainsi 
les cellules uniquement dépendante de l‘Epo (Kosmider et al., 2009). En résumé, le rôle des src 
kinases dans l’érythropoïèse semble essentiel mais il reste à définir le rôle précis des différents 




Contrairement aux récepteurs aux antigènes, la fixation des cytokines sur leurs récepteurs 
respectifs n’induit pas un flux rapide de Ca
2+
 par l’intermédiaire de la phospholipase Cγ . Néanmoins, 
le Calcium semble avoir un rôle important dans l’érythropoïèse. En effet,  l’influx de Ca
2+ 
est 
nécessaire pour la différenciation de cellules murines érythroleucémiques (Gillo et al., 1993) et le 
taux de Ca
2+ 
est augmenté dans les colonies dérivées de BFU-E (Miller et al., 1989). Au niveau du R-
Epo, la tyrosine en position 460 est nécessaire et suffisante pour l’influx de calcium (Miller et al., 
1999). Les canaux calciques impliqués dans cet influx semblent être de la famille des transient 
receptor potential channel (TRPC), puisque deux membres TRPC2 et TRPC6 sont fortement exprimés 
sur les cellules érythroïdes murines (Chu et al., 2004). La cotransfection du R-Epo et de TRPC2 dans 
des CHO provoque une importante augmentation du taux intracellulaire de Ca
2+
(Chu et al., 2002). 
TRPC6 en revanche régule négativement cet effet (Chu et al., 2004). Cependant, il a récemment été 
montré que TRPC2 était un pseudogène chez l’Homme et que le récepteur impliqué était TRPC3 
(Hirschler-Laszkiewicz et al., 2009) modulé de la même façon par TRPC6 (Hirschler-Laszkiewicz et al., 
2009). 
Bien que les mécanismes moléculaires ne soient pas encore élucidés spécifiquement dans 
l’érythropoïèse, le calcium régule de façon générale la prolifération cellulaire en modulant 
l’expression de proto-oncogène, la phosphorylation de facteurs de transcription, ou l’activation de la 
calcineurine.  
 
3.6 Bruton tyrosine kinase 
 
La Bruton tyrosine kinase (Btk) a récemment été décrite comme jouant un rôle dans 
l’érythropoïèse. Cette protéine, qui fait partie de la famille des tyrosines kinases cytoplasmiques Tec, 
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est classiquement étudiée dans la lignée lymphocytaire B où elle joue un rôle dans la sensibilité à 
l’apoptose (Khan et al., 1995). En effet, les patients ayant un déficit ou une mutation de Btk 
présentent une agammaglobulie liée à l’X, causée par un blocage dans le développement des cellules 
B (Conley et al., 2000). Btk a été classiquement décrit comme en étant en aval de la voie de la PI3 
kinase. C’est pourquoi son rôle a été étudié dans l’érythropoïèse, notamment dans le cadre de la 
signalisation de C-Kit (van Dijk et al., 2000). Il a par la suite été montré que Btk s’associe avec le R-Epo 
et JAK2 et qu’elle peut être phosphorylé par JAK2 (Schmidt et al., 2004). Les patients déficitaires de 




 ne présentent pas de défaut d’érythropoïèse basale. Cependant, il a été 
montré dans ces souris KO, que les progéniteurs érythroblastiques ont une croissance limitée en 
conditions sous-optimales d’Epo et de SCF et présentent une diminution de phosphorylation du R-
Epo et de JAK2 (Schmidt et al., 2004). L’équipe de Von Lindern propose un modèle dans lequel Btk a 
une action différente selon sa phosphorylation en aval du R-Epo ou du C-Kit. En effet, le SCF induirait 
la phosphorylation de Btk qui s’associerait avec le récepteur TRAIL, protégeant ainsi les progéniteurs 
érythroïdes de l’effet antiprolifératif de TRAIL. Par contre, la stimulation par l’Epo permettrait 
l’amplification des voies de signalisation de l’Epo dont STAT5 et PLCγ ((Schmidt et al., 2004) et pour 
revue (von Lindern et al., 2004)). 
 
4 Place du récepteur de la transferrine dans 
l’érythropoïèse 
 
Le récepteur de la transferrine est un acteur essentiel de l’érythropoïèse. Sa principale 
fonction est de permettre l’entrée du fer lié à la transferrine qui est indispensable à la synthèse de 
l’hémoglobine dans les érythroblastes. Cependant, depuis quelques années et dans d’autres modèles 
cellulaires, d’autres ligands du RTf ont été découverts ouvrant ainsi de nouvelles perspectives 
concernant d’autres fonctionnalités du récepteur.  
 
4.1 Récepteurs de la transferrine : RTf1 et RTf2 
 
Classiquement, le récepteur de la transferrine fait référence au RTf1 retrouvé sur la majorité 
des cellules en prolifération, les lymphocytes activés et les progéniteurs/précurseurs érythroïdes. 
Cependant, en 1999, un deuxième gène a été cloné pour un autre récepteur nommé RTf2. Nous 
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détaillerons ici la structure et l’implication de ces deux récepteurs dans le métabolisme du fer de 





Le récepteur de la transferrine est une glycoprotéine homodimérique transmembranaire de 
180kDa exprimée par toutes les cellules de mammifères à l’exception des érythrocytes (Trowbridge 
and Shackelford, 1986). Le nombre de récepteurs à la surface cellulaire est variable et corrélé à l’état 
de prolifération cellulaire. En effet, les cellules hautement prolifératives, comme les cellules de la 
crypte intestinale, les cellules B et T activées, et les précurseurs hématopoïétiques, expriment une 
grande quantité de RTf (Ponka and Lok, 1999). L’expression RTf1 sur les progéniteurs et les 
précurseurs érythroïdes sera détaillée dans le chapitre « Expression du RTf1 et du RTf2 au cours de 
l’érythropoïèse » ci-dessous. L’expression du RTf est également très augmentée sur des cellules 
tumorales comparées à leurs précurseurs non tumoraux (Faulk et al., 1980). Le RTf1 est une protéine 
de type 2 et ainsi, ne possède pas de peptide signal. La partie extracellulaire du récepteur est formée 
par 672 acides aminés (résidus 89 à 760) où sont retrouvés 3 sites potentiels de N-glycosylation, 1 
site de O-glycosylation (Do et al., 1990), le domaine de liaison de la transferrine ferrique (Fe-Tf), et 
deux cystéines (Cys 89 et Cys98) impliquées dans la formation de ponts disulfure intermoléculaires 
(Figure 16A). Néanmoins, ces cystéines ne sont pas nécessaires pour la dimérisation de la molécule. 
La région transmembranaire du récepteur (résidus 68 à 88) est suivie d’un court domaine 
intracellulaire (résidus 1 à 67). Dans ce domaine intracellulaire, un motif d’internalisation (YTRF) est 
retrouvé (Schneider et al., 1984; Schneider and Williams, 1985).  
L’ectodomaine du RTf1 peut être obtenu par protéolyse par la trypsine des cellules exprimant ce 
récepteur. Le clivage du site tryptique libère une forme soluble (70kDa de poids moléculaire) du 
récepteur constituée par les acides aminés 121 à 760. Cette forme soluble du RTf1 (sRTf1) est 
également retrouvée dans le sérum humain, et sa présence est inversement corrélée aux stocks 
corporels de Fer (Beguin, 2003; Cook et al., 1993). La cristallisation du sRTf1 montre une protéine 
homodimérique en « structure de papillon » composée par trois domaines principaux : un domaine « 
protease-like » composé par les résidus 122 à 188 et 384 à 606, un domaine apical composé par les 
acides aminés 189 à 383 et un troisième domaine hélice composé des résidus 607 à 760 (Lawrence et 
al., 1999) (Figure 16B). La glycosylation est très importante pour la fonctionnalité du RTf1. La 
mutation des sites responsables de la N-glycosylation du RTf1 cause une série d’altérations, comme 
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une diminution de la liaison à la transferrine, une diminution dans la formation des homodimères et 
de l’expression membranaire du récepteur (Williams and Enns, 1991). D’autre part, la mutation de la 
thréonine 104, responsable de la O-glycosylation du RTf1, rend le récepteur susceptible à son clivage 




Figure 16 : Représentation schématique du récepteur de la transferrine (A- (Daniels et al., 2006b) 
et B-(Lawrence et al., 1999)) 
A-Le RTf est une protéine de type II homodimérique retrouvée à la surface de nombreuses cellules. 
Il est formé de deux monomères liés par des ponts disulfures aux cystéines positionnées en 89 et 98. 
Le RTf contient un domaine intracellulaire, un domaine transmembranaire et un large domaine 
extracellulaire. Un site de O-glycosylation est situé au niveau de la thréonine 104 et trois domaines 
N-glycosylés sont situés sur des résidus aspartate aux positions 251, 317 et 727(●). Le domaine 
extra-cellulaire est constitué de trois sous-domaines apical (A) hélicoïdal (H) et domaine « protease 
like «  (P) 
B- Représentation du récepteur de la transferrine après étude cristallographique de la partie soluble  
 
Bien que de nombreux types cellulaires expriment le RTf1 à de faibles niveaux, seulement certains 
d’entre eux sont strictement dépendants de celui-ci. En effet, l’invalidation du gène RTF1 provoque 
une mort des souris in utero d’anémie sévère et d’anomalies neurologiques avant le stade (E12.5) 
(Levy et al., 1999). Une autre étude sur des cellules embryonnaire RTf1
-/-
, montre que ce récepteur 
est indispensable au développement des lignées érythroïdes et lymphoïdes, mais que les autres 
tissus se développent normalement en l’absence de la protéine (Ned et al., 2003). Si le rôle du RTf1 
dans l’érythropoïèse semble évident du fait des besoins en fer pour la synthèse de l’hème, 




4.1.2 Régulation de l’expression du RTf1 
4.1.2.1 Système IRP/IRE 
 
Les IRP sont des protéines capables de se fixer sur des motifs IRE (Iron Responsive Element) 
situés dans des régions 5’ ou 3’ non traduites des ARNm codant pour des protéines de transport, de 
métabolisme ou de stockage du fer (pour revue voir (Eisenstein, 2000)). Entre autres, le RTf1 possède 
un IRE en 3’UTR. Chez les mammifères, deux protéines IRP pouvant se lier aux IRE ont été identifiées. 
IRP1, aussi appelée aconitase cytosolique (ACO1), possède une activité aconitase et un complexe fer-
souffre (Fe-S). L’activité aconitase d’IRP1 et sa capacité à lier les IRE sont mutuellement exclusives, 
permettant une fine régulation de la fonction de la protéine en fonction des concentrations en fer 
(Haile et al., 1992). D’autre part, IRP2 est homologue à 79% à IRP1 mais ne possède pas d’activité 
aconitase, ni de complexe Fe-S. Ainsi, en présence de fer, le complexe Fe-S de IRP1 se forme 
permettant une activité aconitase de la protéine, tandis qu’IRP2 est dégradée par le protéasome. Par 
contre, en faible concentration ferrique, le complexe est déstabilisé et la protéine acquiert une 
activité de liaison au IRE. La fixation du complexe en 3’UTR du RTf permet la stabilisation de l’ARNm 
(Figure 17). La génération de souris invalidées pour IRP1 et IRP2 met en évidence le rôle primordial 
d’IRP2 dans la stabilisation de l’ARNm du RTf1. En effet, l’ablation du gène IRP2 entraine une 
diminution de l’expression du RTf1 menant à une anémie microcytaire, contrairement aux souris IRP-
1
-/-
 qui n’ont pas de phénotype apparent (Galy et al., 2005) (Cooperman et al., 2005). Par ailleurs, 
IRP-2 semble avoir son activité modulée par d’autres facteurs que la concentration ferrique. En effet, 




 ont une 
expression de la protéine IRP-2 diminuée ayant pour conséquence une diminution de l’expression du 
RTf1 à la surface des érythroblastes (Kerenyi et al., 2008). Par ailleurs, les agents donneurs de 
groupement NO
+
 comme le nitroprussiate de sodium (NPS), provoquent une diminution de 
l’expression du RTf1 par dégradation de IRP2 (Kim and Ponka, 1999; Richardson et al., 1995). D’autre 
part, des expériences in vitro on montré que les IRP étaient sensibles à l’hypoxie (Meyron-Holtz et al., 










Figure 17 : Les protéines IRP contrôlent la stabilité du récepteur de la transferrine (d’après 
(Kerenyi et al., 2008)) 
Le RTf1 contient cinq motifs IRE sur sa région non transcrite située en 3’. A-En présence de 
concentration sérique en fer élevée, IRP1 acquiert une activité aconitase qui empêche sa liaison à 
l’ARNm et IRP2 est dégradé.  
B- Lorsque le taux martial est faible, la liaison des IRP sur les IRE du RTf1 stabilise l’ARNm 
probablement par blocage de l’accès en 3’ à des nucléases responsable du rapide turn-over de 
l’ARNm.  
 
4.1.2.2 Régulation par l’hypoxie  
 
Il a été largement montré que l’expression du RTf1 est régulée positivement par l’hypoxie. Le 
mécanisme initialement décrit est indirect et implique l’activité IRP/IRE. En effet, une étude sur des 
lignées humaines d’origine hépatique HepG3B ou érythroïde K562 a montré que l’exposition des 
cellules à l’hypoxie provoque une augmentation importante de la liaison d’IRP1 aux IRE et diminue 
son activité aconitase (Toth et al., 1999). D’autre part, l’activité respective d’IRP1 et IRP2 semble 
dépendre de la concentration en oxygène puisqu’en faible concentration d’O2 (3 à 6%) l’action d’IRP2 
prédomine, contrairement à un fort pourcentage d’O2 (20%) où l’activité d’IRP1 est primordiale 
(Meyron-Holtz et al., 2004). IRP2 ne semble pas être régulée directement par l’hypoxie mais sa 
dégradation via le protéasome présente des similitudes avec la dégradation d’HIF-α, puisqu’elle 
requiert une 2-oxoglutarate-oxygénase dont l’activité est dépendante du fer et de l’oxygène (Wang 
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et al., 2004). Néanmoins, les mécanismes moléculaires, qui sous-tendent la régulation des IRP par 
l’hypoxie, restent à l’heure actuelle encore incertains.  
D’autre part, un mécanisme direct a été décrit simultanément par deux équipes qui ont identifié un 
élément de réponse à l’hypoxie (HRE) en amont du gène RTf1 (Lok and Ponka, 1999; Tacchini et al., 
1999). Ainsi, la fixation du complexe actif de HIF sur les HRE du RTf1 permet une augmentation de 
l’expression du récepteur. De même, l’invalidation de la protéine pVHL entraine une augmentation 
du RTf1 dépendante de HIF, ayant pour conséquences une entrée cellulaire accrue de fer lié à la 
transferrine (Alberghini et al., 2005). Il est à noter que l’hypoxie régule aussi l’expression d’autres 
gènes liés au métabolisme du fer, agissant ainsi comme un régulateur des quantités de fer 
disponibles pour la synthèse de l’hémoglobine (Figure 18). 
 
 
Figure 18 : Rôle de l’hypoxie dans le maintient de l’homéostasie du fer (Peyssonnaux et al., 2008) 
A- L’anémie reflétée par une déficience en fer et une diminution de l’oxygénation tissulaire, pourrait 
induire une diminution de l’activité prolyl-hydroxylase et une diminution de la dégradation de HIF 
médiée par VHL dans les hépatocytes.  
B- HIF stabilisé induit une diminution de l’expression de l’hepcidine, une augmentation de la 
transferrine, du RTf1, de la céruloplasmine, de l’hème-oxygénase-1 (HO-1) et de la ferroportine ; 
conduisant ainsi respectivement à une augmentation de l’absorption intestinale du fer, de son 
transport, de son oxydation, de son recyclage et de son export. Une fois l’anémie supprimée, la 









Une deuxième isoforme du RTf, le RTf2, a été clonée en 1999 (Kawabata et al., 1999). Le gène 
codant pour le récepteur de la transferrine 2 possède deux transcripts nommés α (2.9 kb) et β (2,5 
kb). Il est probable que la forme β, qui ne possède pas les exons 1, 2 et 3, soit une protéine 
intracellulaire soluble exprimée de façon ubiquitaire. Néanmoins, sa fonction n’est pas encore 
caractérisée, et nous ne discuterons ici que du rôle de la forme α. La structure primaire du RTf2-α est 
très similaire à celle du RTf1 (Kawabata et al., 1999). Ce transcrit code pour une protéine de type 2 
qui présente 45% d’identité et 66% d’homologie avec la partie extracellulaire du RTf1 (Kawabata et 
al., 1999; West et al., 2000). Le RTf2 possède également 4 sites potentiels de N-glycosylation. L’ARN 
messager du RTf2-α est exprimé surtout dans le foie mais aussi dans l’estomac. L’analyse de 
l’expression de la protéine sur des lignées cellulaires montre que le RTf2-α est exprimé sur un grand 
nombre de lignées cellulaires, dérivées de tumeurs solides et d’hémopathies malignes (Calzolari et 
al., 2007) et que, dans ces lignées, la proportion de RTf2 est inversement proportionnelle à celle du 
RTf1. La régulation du RTf2 diffère de celle du RTf1. Contrairement à l’ARNm du RTf1, les transcrits 
du RTf2 ne possèdent pas de séquence IRE et donc ne sont pas induits par la privation des cellules en 
fer. L’ARNm du RTf2 semble varier selon le cycle cellulaire avec une forte expression en phase G1 
tardive et faible en phase G0/G1 (Fleming et al., 2000; Kawabata et al., 2000). D’autre part, la 
surcharge en fer semble stabiliser la demi-vie du RTf2. En effet, plusieurs équipes ont montré que la 
quantité de protéine RTf2 était augmentée in vitro par le traitement cellulaire à la Fe-Tf (Deaglio et 
al., 2002; Johnson and Enns, 2004; Robb and Wessling-Resnick, 2004). De plus, in vivo, les taux de 
RTf2 ont été retrouvés augmentés chez la souris lors d’une surcharge martiale alimentaire ou 
pathologique (souris HFE
-/-
 ou thalassémiques)(Robb and Wessling-Resnick, 2004). Le RTf2 est, tout 
comme le RTf1, capable de se lier à la transferrine (Kawabata et al., 1999). L’affinité du RTf2 pour la 
Fe-Tf est cependant moins forte que celle du RTf1 puisqu’elle est de 25nM, soit environ 25 fois plus 
faible que celle du RTf1 (Kawabata et al., 1999; West et al., 2000). Ainsi, le RTf2 ne semble pas avoir 
un rôle essentiel dans l’entrée intracellulaire du fer mais plutôt jouer un rôle de « senseur » du statut 
en fer de l’organisme. Jusqu’à récemment, le RTf2 humain a été décrit comme n’étant pas capable de 
s’associer à la protéine HFE (West et al., 2000) (voir chapitre HFE). Cependant, en 2006, l’équipe de 
NC. Andrews a montré que HFE pouvait interagir avec le RTf2 et qu’il existait une compétition entre 
le RTf2 et le RTf1 pour cette liaison (Goswami and Andrews, 2006). En présence d’une forte 
concentration de fer, la protéine HFE se lierait préférentiellement au RTf2 et le complexe ainsi formé 
permettrait de réguler positivement l’expression de l’hormone hépatique hepcidine (Goswami and 
Andrews, 2006; Schmidt et al., 2008). D’autre part, le RTf2 est retrouvé dans les radeaux lipidiques 
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qui sont des domaines de la membrane plasmique impliqués dans la transduction de signal (Calzolari 
et al., 2006). Enfin, il a été retrouvé des mutations du RTf2 chez des patients atteints 
d’hémochromatose héréditaire de type III. L’hémochromatose est une maladie de surcharge martiale 
multiviscérale causée dans plus de 80 % par des mutations dans le gène codant pour la protéine HFE 
(Camaschella et al., 2000). D’autre part, il existe un modèle murin avec mutation non-sens du gène 
codant pour le RTf2 (Fleming et al., 2002) ainsi qu’un un modèle knock-out (Wallace et al., 2005) 
présentant tous les deux un phénotype de surcharge ferrique parenchymateuse retrouvé dans 
l’hémochromatose chez l’homme.  
 
4.1.4 Expression du RTf1 et du RTf2 au cours de l’érythropoïèse 
 
Les érythroblastes font partie des cellules physiologiques qui expriment très fortement le 
RTf1. C’est un récepteur indispensable à leur survie et les souris RTf1
-/-
 meurent in utero d’anémie 
sévère (Levy et al., 1999). Le nombre de RTf1 exprimés sur les précurseurs érythroïdes peut varier 
entre 100 000 et 800 000 molécules/cellules selon le stade de différenciation cellulaire. En effet, 
l’expression du RTf1 augmente entre le stade BFU-E et CFU-E pour atteindre une expression très 
élevée sur les précurseurs érythroblastiques, avant de chuter au stade réticulocyte (Lesley et al., 
1984). Les mécanismes de perte du RTf1 ont été étudiés sur des réticulocytes de chèvre. Selon les 
auteurs de ces études, le RTf1 serait expulsé des cellules par relargage d’exosomes contenant le 
récepteur intact, orienté de façon externe sur les vésicules ((Pan and Johnstone, 1983; Pan et al., 
1985) et pour revue (Johnstone, 2006)). L’orientation du RTf1 vers ces exosomes mettrait en jeu une 
protéine chaperonne de 71-72 KDa (Davis et al., 1986a) probablement Hsc70 qui a été décrite par la 
suite comme jouant un rôle important dans la formation des exosomes des réticulocytes (Blanc et al., 
2005) (Figure 19). Les RTf1 contenus sur les exosomes sont capables de lier la transferrine avec la 
même avidité que ceux situés à la surface cellulaire (Johnstone, 2006). Néanmoins, leur rôle 
physiologique reste inconnu. La perte du RTf1 semble éviter une accumulation de fer trop 
importante au niveau des érythrocytes, source de toxicité cellulaire. Une étude sur des souris 
invalidées pour le gène suppresseur de tumeur pRb, montre une altération de l’érythropoïèse de 
stress avec un défaut d’énucléation des érythroblastes matures et une persistance du RTf au niveau 
cellulaire (Spike et al., 2004). Les auteurs suggèrent que l’expression augmentée du RTf1 contribue à 





Figure 19 : Schéma hypothétique de l’expulsion du RTf1 dans les exosomes au stade réticulocye 
(Pan and Johnstone, 1983) 
Au stade réticulocyte, le RTf1 est expulsé à la surface d’exosomes 
 
Si l’expression du RTf1 sur les précurseurs érythroblastiques est largement décrite et que son rôle 
dans l’érythropoïèse est indiscutable, l’expression du RTf2 est plus discutée. En effet, l’équipe de HP 
Koeffler a montré que le transcript du RTf2 est retrouvé en grande quantité sur les progéniteurs 
CD34
+
 puis, de façon décroissante au cours de la différenciation érythroblastique (Kawabata et al., 
2001b), contrairement à l’équipe d’Ugo Testa qui montre des quantités croissantes de transcript au 
cours de la différenciation (Sposi et al., 2000). D’autre part, des taux décroissant d’ARNm de RTf2 ont 
été détectés sur des cellules d’érythroleucémie murine (MEL) en cours de différenciation par 
l’hémine (Kawabata et al., 2001a). De façon surprenante, les auteurs ont montré que les facteurs de 
transcription GATA-1 et C/EBP-α pouvaient se fixer sur le promoteur du RTf2 augmentant ainsi son 
activité (Kawabata et al., 2001a). Par contre, la protéine n’a pas été retrouvée exprimée, quel que 
soit le stade de la différenciation (Calzolari et al., 2004). L’érythropoïèse de la souris RTf2
-/-
 n’a pas 
été étudiée en détail (Wallace et al., 2005), mais le modèle de souris avec une mutation non sens 
pour le gène du RTf2 ne présente aucune anomalie au niveau de la numération et du taux de 







4.2 Rôle du RTf dans la captation du fer par les érythroblastes 
 
Le RTf est un acteur primordial dans l’entrée cellulaire du fer. Le fer est un nutriment fourni 
exclusivement par l’alimentation et absorbé au niveau du duodénum (pour revue voir (Andrews, 
2008) et Figure 20). C’est un micro-élément essentiel pour les cellules, car il est impliqué dans le 
transport de l’oxygène (par l’hémoglobine et la myoglobine) dans la chaîne respiratoire en tant que 
co-facteur enzymatique des cytochromes, mais aussi dans la voie de synthèse de l’ADN et au cycle de 
l’acide citrique. Le fer est présent sous deux formes, le fer ferrique (Fe
3+
) qui génère de l’hydroxyde 
de fer hautement insoluble et le fer ferreux (Fe
2+
) soluble qui peut entrainer la formation de radicaux 
libres. C’est pourquoi, dans des conditions physiologiques, le fer libre Fe
2+
 est rare ; le fer est plutôt 
retrouvé sous forme oxydée, ou associé à des protéines comme la transferrine dans la circulation ou 
la ferritine au niveau cellulaire. La quantité totale de fer présente dans l’organisme est de l’ordre de 
4 g et on considère que celui-ci est principalement consommé par la moelle osseuse, ce qui 
représente 20 mg/jour, soit 80% du fer transporté par la transferrine. Le fer de la moelle osseuse sert 
essentiellement à la synthèse de l’hème, groupement prosthétique de l’hémoglobine responsable de 
la fixation de l’oxygène. 
 
Figure 20 : Schéma récapitulatif de l’homéostasie du fer (Andrews, 2008).  
Le cycle central décrit le trajet du fer dans le corps, de l’intestin à la moelle osseuse qui est son 
principal lieu d’utilisation. 
A- Le fer sous forme non héminique est transporté de la membrane apicale à la membrane basale 
des entérocytes. 
B- Erythrophagocytose et recyclage du fer par les macrophages 
C- Transport du fer au niveau des hépatocytes. Les points d’interrogation indiquent que ni l’import 
ni l’export n’est bien élucidé 
D- Entrée cellulaire du fer dans les érythroblastes via le RTf1 
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4.2.1 Cycle d’entrée cellulaire du fer 
 
Le RTf1 participe à la captation de la Fe-Tf dans toutes les cellules animales (Schneider et al., 
1982). L’efficacité du transport est due à la capacité du récepteur à être constamment recyclé à la 
surface cellulaire. Le RTf1 participe aux cycles d’endocytose/exocytose au travers de structures 
membranaires recouvertes de clathrine. La captation de la Fe-Tf par le RTf1 est un phénomène bien 
établi. Le RTf1 membranaire se lie à la Fe-Tf et le complexe est endocyté par les cellules. Pendant 
l’acidification du pH des vésicules de recyclage (pH 6,4), le complexe Fe-Tf est dissocié puis transféré 
de l’endosome vers le cytosol probablement grâce au récepteur DMT1 (Fleming et al., 1998). 
Récemment, une ferriréductase endosomale nommée STEAP3 (Six-Transembrane Epithelial Antigen 
of the Prostate) a été identifiée dans les cellules érythroïdes par l’étude de souris anémiques nm1504 
(Ohgami et al., 2005). Le Fe libéré est alors capté par des protéines de stockage cellulaire (telles que 
la ferritine). En pH acide la transferrine libre du Fe (apo-Tf) reste associée au RTf1 et le complexe 
RTf1/apo-Tf est recyclé à la surface cellulaire. En pH physiologique (pH 7,4) l’apo-Tf se dissocie du 
RTf1 (Klausner et al., 1983)(Figure 21).  
 
 
Figure 21 : Capture cellulaire du Fer lié à la Tf par le RTf (Daniels et al., 2006a). 
L’holotransferrine (Fe2-Tf) est reconnue par le récepteur de la transferrine (RTf) à la surface de la 
cellule. Le complexe RTf-Fe2-Tf pénètre dans la cellule par endocytose dans une vésicule recouverte 
de clathrine. Dans l’endosome le pH s’acidifie du fait de l’entrée de protons par des pompes 
protoniques permettant ainsi la dissociation du fer de la transferrine. Le fer serait réduit ensuite par 
une ferrireductase, probablement STEAP3 dans les précurseurs érythroïdes, puis transporté vers le 
cytoplasme par DMT1. Le RTf et l’apo-transferrine (Apo-Tf) sont finalement recyclés par fusion de la 
vésicule à la membrane plasmide de la surface cellulaire.  
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4.2.2 Le fer : composant essentiel de l’hémoglobine  
 
Comme nous l’avons vu précédemment, le RTf1 est très fortement exprimé sur les 
précurseurs érythroïdes afin de permettre l’entrée d’une quantité importante de fer nécessaire à la 
synthèse de l’hémoglobine. En effet, l’hémoglobine représente environ 60 à 70 % du fer total présent 
dans l’organisme. D’autres facteurs exogènes, qui ne seront pas détaillées ici, sont nécessaires à la 
synthèse de l’hème comme la vitamine B12 et B9 ou la vitamine B6, cofacteur de l’ALAS2. 
L’hémoglobine est constituée de quatre chaines de globines (deux chaines α et deux chaines β), 
portant chacune un groupement prosthétique hème qui contient un atome de fer (Figure 22). 
 
 
Figure 22 : Structure de l’hémoglobine humaine adulte (α2β2) (gauche) et de l’hème (droite)  
 
La synthèse de l’hémoglobine nécessite la production coordonnée de l’hème et des globines qui la 
constituent. Les gènes codant pour les chaines de globines sont organisés chez l’homme en deux 
clusters : le locus α qui contient le gène embryonnaire ζ et les deux gènes adultes α, et le locus β qui 




γ δ et β. L’hémoglobine change en effet de composition au cours du 
développement à la suite des changements d’expression (ou « switch ») des gènes codant pour les 
chaines de globines pendant les trois stades de l’érythropoïèse. Un premier switch a lieu lors de la 
transition de l’érythropoïèse embryonnaire (sac vitellin) à l’érythropoïèse fœtale (foie). Le deuxième 
switch entre l’hémoglobine fœtale et l’hémoglobine adulte a lieu lors de la période péri-natale. Ces 
régulations d’expression de gènes sont dépendantes de la LCR (Locus Control Region) présente en 
amont du cluster β globine et d’HS40 (zone d’hypersensibilité à la DNAse I) en amont du cluster α 
globine. Au cours du développement et de la différenciation érythroïde, les gènes sont exprimés 
séquentiellement : les gènes exprimés précocement sont situés près de la LCR et les gènes adultes se 
trouvent en 3’ (pour revue (Stamatoyannopoulos, 2005)). La synthèse de l’hème est partagée dans 
deux compartiments cellulaires, le cytosol et la mitochondrie. Tout d’abord, dans la mitochondrie, de 
l’δ-aminolevulinate (ALA) est formée à partir de glycine et de succinylCoA par l’ALA synthase. Cette 
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enzyme est présente sous deux formes, l’ALAS1 dont l’expression génique est réprimée par l’hème et 
l’ALAS2 dont l’expression est régulée par le système IRE/IRP. Cette étape est l’étape limitante de la 
biosynthèse de l’hème. L’ALA est ensuite exportée de la mitochondrie vers le cytosol. L’assemblage 
du tétrapyrrole et la décarboxylation des chaines auxiliaires ont lieu dans le cytosol. Les étapes 
finales de la synthèse de l’hème se déroulent dans la mitochondrie avec notamment, l’incorporation 
du fer par la ferrochélatase. En cas de déficience d’apport en fer, la synthèse de l’hémoglobine est 
perturbée et les hématies contiennent alors moins d’hémoglobine qui leur donne leur couleur et 
sont plus petites; on parle alors d’anémie hypochrome microcytaire. 
 
4.2.3 Recyclage du fer  
 
L’hémoglobine représente environ 60 à 70 % du fer total présent dans l’organisme. Lors de la 
sénescence des érythrocytes, ce fer est recyclé par les macrophages, selon un phénomène 
d’érythrophagocytose (EP). Les érythrocytes sénescents sont reconnus par les macrophages 
essentiellement du fait de l’externalisation de la phosphatidylsérine à leur surface. D’autres 
mécanismes interviennent, comme la peroxydation des lipoprotéines membranaires à leur surface, la 
perte de résidus sialiques ou la formation de néoantigènes de sénescence. L’érythrocyte phagocyté 
par le macrophage se retrouve dans un compartiment acide nommé l’érythrophagolysosome et 
l’hème est dégradé sous l’action de l’hème oxygénase 1 (HO-1). Le fer est ensuite exporté dans la 
circulation, où il peut être stocké lié à la ferritine ou réutilisé lié à la transferrine. 
L’érythrophagocytose a lieu essentiellement dans la pulpe rouge de rate, mais aussi probablement 
dans la moelle osseuse et dans le foie, par les cellules de Kupffer (Knutson and Wessling-Resnick, 
2003).  
Par ailleurs, il était admis jusqu’à présent, que le fer non incorporé dans l’hème par les précurseurs 
érythroïdes restait stocké dans les érythrocytes jusqu’à leur sénescence. Depuis 2004, l’équipe de 
Quigley a décrit une protéine de l’export de l’hème nommé FLVCR qui semble nécessaire à 
l’érythropoïèse terminale (Quigley et al., 2004). Les souris invalidées pour le gène FLVCR ne sont pas 
viables et les embryons présentent un défaut d’érythropoïèse terminale, ainsi que des déformations 
cranio-faciales retrouvées dans l’anémie de Blackfan-Diamond (Keel et al., 2008). Lorsque le gène est 
inactivé après la naissance des souris, celles-ci développent une importante anémie macrocytaire. 
L’hypothèse de cette équipe est que, l’accumulation d’hème non nécessaire à la synthèse de 
l’hémoglobine est toxique pour les érythroblastes et qu’il existe un système de valve permettant de 
faire sortir l’hème non consommé et potentiellement toxique. 
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4.3 Ligands du RTf1 
4.3.1  Transferrine 
 
La transferrine (Tf), découverte en 1946, est le principal transporteur sérique du fer (Ponka 
and Lok, 1999; Schade and Caroline, 1946) ; c’est une protéine de 679 acides aminés, de structure 
bilobée et dont les deux lobes (N-terminaux et C-terminaux), peuvent chacun lier un ion ferrique 
(Fe
3+
). La conformation de la protéine est variable selon sa liaison au fer et selon le pH. Dans sa 
conformation ouverte non liée au fer (Apotransferrine ou Apo-Tf), les deux domaines sont bien 
séparés afin de faciliter la liaison aux ions Fe
3+
. La liaison du fer à la transferrine se fait via un anion, 
classiquement un carbonate (deux tyrosines, une histidine, et une asparagine). La transferrine est 
alors appelée ferrotransferrine (Fe-Tf). Une étude sur la structure du complexe RTf1-Tf montre que la 
conformation de la transferrine change lors de sa liaison au RTf1. Le lobe N-terminal est situé entre la 
membrane et l’ectodomaine du RTf1 et le lobe C-terminal se fixe au niveau du domaine hélical 
(Cheng et al., 2004). D’autre part, à pH acide, le site de la liaison du fer s’ouvre, facilitant la libération 
de celui-ci (Figure 23). 
 
 
Figure 23 : Modélisation du complexe RTf1-Tf (d’après (Cheng et al., 2004)) 
A- Vue de face et B- vue en hauteur du complexe RTf1-Fe-Tf  
C et D- Mêmes vues que A et B mais avec l’Apo-Tf  
 
Le gène de la transferrine présente de nombreux polymorphismes dont les 3 principaux sont 
nommés B, C et D (Welch and Langmead, 1990). La transferrine est produite principalement par le 
foie et en moindre mesure par les testicules et le cerveau (Idzerda et al., 1986). Son expression est 
modulée par de nombreux facteurs comme l’apport en fer, l’inflammation et l’hypoxie (Rolfs et al., 
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1997). Cette expression est tissu-spécifique du fait de la présence d’un enhancer à 3.6 kB du gène 
uniquement dans les cellules hépatiques (Sawaya et al., 1996). Il a été montré chez le rat, qu’un 
régime pauvre en fer augmente la transcription hépatique de la transferrine (Idzerda et al., 1986). 
Une prise de glucocorticoïde ou d’œstrogène augmente la synthèse de la transferrine, tandis que la 
libération de cytokines pro-inflammatoires la diminue. Outre sa fonction dans le transport du fer, la 
transferrine a été décrite comme ayant d’autres rôles, notamment antimicrobiens, pro-prolifératifs 
et différenciants. En effet, l’apo-Tf permet d’une part, de réduire les concentrations de fer libre 
favorisant les infections microbiennes (von Bonsdorff et al., 2003) et d’autre part, de réduire 
l’adhésion des bactéries (Ardehali et al., 2003). La transferrine a aussi montré un rôle pro-prolifératif 
et différenciant, notamment sur les cellules oligodendrogliales (Garcia et al., 2003). L’Apo-Tf été 
utilisée en thérapeutique dans l’atransferrinemie, une maladie très rare caractérisée par une anémie 
microcytaire, associée à une surcharge en fer tissulaire (Hayashi et al., 1993). Son utilisation en tant 
qu’agent anti-oxydatif, dans l’ischémie rénale et les complications liées au diabète, a été suggérée 
bien que peu évaluée (pour revue voir (Gomme et al., 2005)). Enfin, des préparations de Fe-Tf et 
d’Apo-Tf ont été brevetées en tant qu’agent stimulant de l’érythropoïèse, en association ou non avec 
de l’érythropoïétine (patent US 2003/0229012 A1), dans l’anémie consécutive aux insuffisances 
rénales chroniques. 
 
4.3.2  HFE 
 
Le RTf1 peut être associé à une protéine membranaire de la famille des CMH non-classiques, 
dénommée protéine de l’hémochromatose (HFE) (Feder et al., 1998; Lebron et al., 1998; Parkkila et 
al., 1997). Comme toutes les protéines du CMHI, la protéine HFE a besoin de se lier à la β2-
microglobuline pour se replier correctement et se retrouver à la surface des cellules. Cependant, au 
vue de sa structure tridimensionnelle, il semble qu’elle soit incapable de présenter un peptide, 
contrairement aux autres molécules du CMH (Lebron et al., 1998). Des études de cristallisation 
montrent que la stœchiométrie du complexe RTf1:HFE (2:1) est différente de celle du complexe RTf1: 
transferrine (2:2). Le complexe RTf1/HFE pourrait être dépendant des interactions entre des résidus 
histidine et des interactions dépendantes de pH (Bennett et al., 2000; Lebron et al., 1998). Le 
complexe HFE/RTf1 peut être internalisé, mais il se dissocie dans des vésicules d’acidification (Davies 
et al., 2003). L’ARNm du gène HFE est présent en grande quantité dans l’intestin grêle et dans le foie, 
et faiblement détecté dans les tissus lymphoïdes. L’ARNm d’HFE n’a pas été retrouvé sur la lignée 
érythroïde. La protéine a été retrouvée colocalisée avec le RTf1, dans les cryptes des villosités 
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duodénales (Waheed et al., 1999) et à la membrane apicale des syncitiotrophoblastes du placenta 
(Parkkila et al., 1997). D’autre part, la protéine HFE a été retrouvée dans les hépatocytes (Holmstrom 
et al., 2003; Zhang et al., 2004). Le rôle de la protéine HFE est complexe et semble être dépendant du 
type cellulaire. Dans les cellules qui n’exportent pas le fer (HeLa, HEK293), la surexpression de la 
protéine entraine une diminution de l’entrée intracellulaire du fer. En effet, l’association de la HFE au 
RTf1 diminue l’affinité apparente du récepteur pour la transferrine (Feder et al., 1998), car le site de 
fixation de la HFE au RTf1 est proche de celui de la transferrine (Lebron and Bjorkman, 1999). A 
l’inverse, dans les cellules qui exportent naturellement le fer via l’exporteur ferroportine, comme la 
lignée duodénale HT29 (Davies and Enns, 2004), ou la lignée de type macrophagique THP1 
(Drakesmith et al., 2002), la surexpression de HFE augmente la concentration intracellulaire de fer en 
inhibant l’export de celui-ci par un mécanisme probablement RTf1 indépendant. Une nouvelle 
théorie proposée en 2008, suggère que le RTf1 régule l’activité de la protéine HFE en la séquestrant. 
La liaison de la transferrine au RTf1 déplacerait la protéine HFE de celui-ci, la rendant active et 
permettant l’augmentation de l’expression de l’hepcidine (Schmidt et al., 2008) (Figure 24). 
Récemment la nécessité de l’interaction entre l’HFE et le RTf2 dans l’induction de l’hepcidine a 
clairement été démontrée (Gao et al., 2009) selon un mécanisme probablement dépendant de la 
voie de signalisation BMP-SMAD (Kautz et al., 2009). 
 
 
Figure 24 : Rôle du RTf1 dans la signalisation de l’hepcidine (Schmidt et al., 2008) 
A- Lorsque la saturation de la transferrine est faible, la protéine HFE est séquestrée par le RTf1. 
B- Quand la concentration sérique augmente, HFE est délogée de ses sites de liaison au RTf1 par la 
transferrine et va interagir avec le RTf2, augmentant ainsi la transcription de l’hepcidine. 
 
Depuis 1996, la protéine HFE a été identifiée comme acteur principal de l’hémochromatose 
héréditaire. En effet, une mutation du résidu Cys-282 de la HFE en Tyr (C282Y) a été retrouvée chez 
85% des patients atteints d’hémochromatose (Feder et al., 1996). Cette mutation empêche la liaison 
de la protéine HFE à la β2-microglobuline et donc son adressage à la membrane et l’interaction avec 
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le RTf1 (Feder et al., 1997). Il a été retrouvé, chez d’autres patients, des mutations plus rares du gène 
HFE (H63D et S65C)(Pointon et al., 2000).  
En résumé, la protéine HFE est une protéine clé de la régulation de l’homéostasie du fer. 
L’étude de sa fonctionnalité a permis de mettre en évidence un nouveau rôle du RTf1, qui est 
présenté pour la première fois en tant que molécule permettant la « séquestration » d’une autre. 
 
4.3.3  Arenavirus 
 
Récemment, le RTf1 a été décrit comme étant le récepteur de virus du groupe des arénavirus 
du nouveau monde (Tacaribe serocomplex)(Radoshitzky et al., 2007). Les virus du genre Arénavirus 
font partie de la famille des Arenaviridae qui sont des virus enveloppés à ARN simple brin. Parmi 
ceux-ci, les arénavirus du nouveau monde Machupo, Guanarito, Junin et Sabia, font partis des cinq 
arénavirus qui peuvent causer des fièvres aiguës hémorragiques dont l’issue est fatale dans plus de 
30% des cas. Les équipes de Farzan et Chloé ont montré que les arénavirus du nouveau monde 
n'utilisent pas l' α-dystroglycan pour infecter les cellules, contrairement aux autres arénavirus, mais 
le RTf1. La glycoprotéine d’entrée (GP1) du virus a été retrouvée associée au RTf1 et la surexpression 
RTf1 humain sur des CHO (Chinese Ovary Hamster) permet d’augmenter l'infection virale. Par contre, 
la surexpression RTf2 n’a pas provoqué une infection virale accrue. L’entrée des virus semble être 
bien spécifique du RTf1 puisque l’addition de RTf1 soluble ou d’un anticorps anti-RTf1 inhibe 
l’infection cellulaire. Il est à noter que toutes ces expériences ont été effectuées in vitro sur des 
lignées transfectées. Néanmoins, le RTf1 est classiquement retrouvé sur les macrophages et les 
lymphocytes T activés qui sont les cibles majeures de l’infection par arénavirus (Oldstone, 2002), 
ainsi que sur les cellules endothéliales qui jouent un rôle central dans la physiopathologie des fièvres 
hémorragiques (Peters and Zaki, 2002). D’autre part, les auteurs ont montré qu’in vitro, la déplétion 
en fer du milieu de culture par chélateur renforce l'efficacité de l'infection, alors que l’addition de fer 
soluble (citrate d’ammonium ferrique) la diminue (Radoshitzky et al., 2007). Les auteurs suggèrent 
sans le démontrer que cette interaction entre le pouvoir infectant et les concentrations en fer serait 
due à la différence de densité de RTf1 (élevée en présence de chélateurs, basse en présence 
d’ammonium ferrique) et évoquent la possibilité d’une prophylaxie antivirale à base de fer. Par la 
suite, la même équipe a montré que certains arénavirus non pathogènes pouvaient utiliser comme 
récepteur le RTf1 d’autres espèces que l’homme, ainsi que le RTf1 humain muté au niveau extra-
cellulaire (Abraham et al., 2009). Cette étude suggère que des modifications mineures sur la 
glycoprotéine d’entrée (GP1) pourraient permettre à ces virus d’infecter les cellules par le RTf1, 
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augmentant ainsi leur pathogénicité. En résumé, la caractérisation du RTf1 en tant que récepteur 
viral n’en est qu’à ses balbutiements et de nombreux aspects, notamment concernant le nombre de 
virus concernés et l’impact in vivo de cette interaction, restent encore non élucidés. 
 
4.3.4  IgA 
 
Depuis 2001, les immunoglobulines sériques A1 ont été décrites comme étant un ligand du 
récepteur de la transferrine (Moura et al., 2001), et l’implication de cette interaction a été étudiée 
dans deux pathologies, la néphropathie à IgA (N-IgA) (Moura et al., 2004a; Moura et al., 2001) et la 
maladie cœliaque (Matysiak-Budnik et al., 2008). Il existe deux sous-classes d’IgA, les IgA1 et les IgA2, 
retrouvées de façon prédominante respectivement au niveau des compartiments sérique et 
muqueux. Parmi ces deux sous-classes, seules les IgA1 ont été définies comme ligands du RTf1 
(Moura et al., 2001) et, par conséquent, uniquement celles-ci seront décrites dans cette thèse. Après 
une brève description de la structure des IgA1, leur fonction sera développée, ainsi que leur 
implication dans les deux pathologies citées ci-dessus. 
 
4.3.4.1 Présentation des IgA  
 
Les immunoglobulines A humaines constituent la deuxième classe d’immunoglobulines 
humaines sériques après les IgG. Elles ont été initialement détectées, il y a 50 ans, dans la circulation 
sanguine et lymphatique, puis dans les sécrétions mucosales. L’existence de différentes formes d’IgA 
présentes dans deux compartiments distants, constitue la grande particularité des IgA face aux 
autres Immunoglobulines (Ig) (Conley et al., 1987; Monteiro and Van De Winkel, 2003). En effet, il 
existe deux sous-classes d’IgA chez l’homme, les IgA1 et les IgA2, mais il est à noter que le nombre de 
sous-classes est très variable selon les espèces. En effet, la souris et le rat n’en possèdent qu’une et 
le lapin en possède 13 (Kerr, 1990; Knight and Hanly, 1975; Phillips-Quagliata, 2002). La différence 
entre les IgA1 et les IgA2 humaines tient essentiellement à la présence sur la chaine lourde des IgA1, 
de 22 acides aminés supplémentaires dont 13 sont situés dans la région charnière (Figure 25). 
L’absence de ces 13 acides aminés confère aux IgA2 une résistance à l’action des protéases 
bactériennes intestinales, comme celles sécrétées par E. Coli, H.influenzae et N.meningitidis (Mulks 
and Shoberg, 1994) et modifie leur composition glucidique.  
Les IgA sériques représentent 15% à 20 % des immunoglobulines totales du sérum humain et sont 
composés de 90% d’IgA1. Elles sont majoritairement originaires de la moelle (Kutteh et al., 1982) et, 
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à moindre degré, de la rate et des ganglions (Mestecky et al., 1983). La production d’IgA est massive 
et bien supérieure à toutes les autres Ig (70 mg/kg/jour versus 35 m/kg/jour pour les IgG,, 8 
mg/kg/jour pour les IgM et <0,5 mg/kg/jour pour les IgD et les IgE). Cependant, les taux sériques IgA 
sont cinq fois moins importants que ceux des IgG car les IgA ont une demi-vie courte (3 à 5 jours pour 
les IgA, contre 24 à 30 jours environ pour les IgG) (Conley et al., 1987). Les IgA sécrétoires (sIgA) sont 
synthétisées dans les muqueuses et représentent deux tiers des IgA totales (Mestecky and Russell, 
1997). Les sIgA sont formées par des dimères d’IgA (comprenant des IgA2 et/ou IgA1), associés à une 
protéine de glycosylation hétérogène (50-90kDa), dénommée composant sécrétoire (CS) et générée 
par clivage de la région extracellulaire du récepteur aux immunoglobulines polymériques (RpIg). Le 
CS confère en partie la résistance des IgA sécrétoires à l’action des protéases bactériennes. La 
proportion d’IgA1 et d’IgA2 présente dans les sIgA varie selon la localisation des plasmocytes 
producteurs. En effet, les IgA1 sont présentes à 85% dans la muqueuse respiratoire, à 80% dans la 
muqueuse duodénale, à environ 60% dans la muqueuse jéjuno-iléale, et à 35 % dans la muqueuse 
colique (Crago et al., 1984). 
 
 
Figure 25 : Différents types d’IgA (van Egmond et al., 2001) 
A- Représentation des deux isotypes d’IgA. Les chaines lourdes sont représentées en bleu et les 
chaines légères en vert  
B- Les IgA sécrétoires sont composées de deux IgA de n’importe quel isotype. La chaine J est 
représentée en jaune et le composant sécrétoire en noir. Des dimères d’IgA1 sont retrouvés dans la 





4.3.4.2 Structure des IgA1 
 
La chaîne lourde des IgA1, formée par trois domaines constants : Cα1, Cα2 et Cα3 en plus du 
domaine VH, possède une masse moléculaire plus importante que celle des IgG (60kDa contre 50kDa 
pour les IgG) du fait d’un nombre de glycosylations élevé, retrouvé dans la région constante (Kerr, 
1990). En effet, les IgA1 sont des Ig très glycosylées et les sucres composent 6 à 8 % de leur masse 
moléculaire. Chacune des chaînes lourdes des IgA contient entre 2 et 5 glycosides  N-liés qui sont 
sialylés dans 90-98% des cas. La région charnière des IgA1, située entre les domaines Cα1 et Cα2 et 
riche en prolines, sérines et tyrosines, est le site de 3 à 5 glycosylations du type O (Monteiro and Van 
De Winkel, 2003). Les O-glycosides, plus majoritairement retrouvés dans les IgA1, sont les Gal-GalNac 
et les Gal-GalNac monosialylés ou disialylées (Mattu et al., 1998); leur présence permet de purifier 
les IgA1 à l’aide de la jacaline, une lectine provenant d’un fruit tropical (Atrocarpus spp) qui est 
spécifique du α-O-glycoside (galβ1-3 GalNac) des IgA1 (Aucouturier et al., 1988; Aucouturier et al., 
1987; Aucouturier et al., 1992; Roque-Barreira and Campos-Neto, 1985).  
Des expériences de diffusion de neutrons sur différentes immunoglobulines montrent que les IgA1 
possèdent une structure en forme de « T » tandis que les autres Ig présentent une structure en 
forme de « Y », c'est-à-dire que leurs fragments Fab sont plus éloignés l’un de l’autre (Boehm et al., 
1999) (Figure 26). 
 
 
Figure 26 : Différences structurelles entre les IgA1 et les IgG (d’après (Boehm et al., 1999)) 
A- Représentation schématique de la structure des IgA1 et IgG1. Chaque chaine lourde contient les 
domaines VH, CH1, CH2 et CH3 et chaque chaine légère les domaines VL et CL. Les IgA1 différent des IgG 
par la présence d’une région charnière (Hinge) plus longue et la présence en C-terminal d’une 
extension (tailpiece). Les oligosaccharides N-liés aux résidus sont représentés par des points noirs (•). 
Les O-glycosides sont représentés par le symbole o. 
B- Représentation en ruban de la conformation des IgA1 et des IgG1/2. Les chaines légères sont 




Les IgA sériques humaines sont majoritairement monomériques (80%) mais peuvent exister 
également sous forme dimérique. Des trimères et les tétramères d’IgA existent aussi, mais sont rares 
dans le sérum. Les IgA1 dimériques, contrairement aux IgA sécretoires, possèdent une structure 
planaire (Bonner et al., 2009; Bonner et al., 2008). Le domaine Cα3 des IgA possède une extension de 
18 acides aminés (« tailpiece region »), également présente dans la chaîne lourde des IgM, dont 
l’avant-dernier acide aminé est une cystéine qui permet la formation de ponts disulfure entre les IgA 
et la chaîne J (pour joining chain). La chaîne J est une protéine de 16kDa et 137 acides aminés qui 
permet l’association entre plusieurs molécules d’IgA (Koshland, 1985) et, par conséquent, la 
formation de polymères d’IgA (Figure 27). Elle possède une région contenant 8 résidus cystéine, dont 
6 sont impliqués dans la formation de ponts disulfure intra-chaîne. La chaîne J contient également un 
glycan N-lié. L’association entre les IgA, par l’intermédiaire de la chaîne J, se fait juste avant la 
sécrétion des dimères d’IgA par les plasmocytes (Johansen et al., 2000). La chaine J a pendant 
longtemps été décrite comme absolument nécessaire à la formation de polymères (Krugmann et al., 
1997) mais, par la suite, il a été retrouvé dans la circulation sanguine des dimères d’IgA dépourvus de 
chaîne J, mais associés à une forme soluble du récepteur aux fragments Fc des IgA (CD89) de façon 
covalente (van der Boog et al., 2002). Enfin, le catabolisme des IgA polymériques (IgAp) semble plus 
rapide que celui des IgA monomériques (Moldoveanu et al., 1990).  
 
Figure 27 : Représentation de la structure planaire d’une IgA1 dimérique (Bonner et al., 2008) 
Une IgA1 dimérique est constituée de deux monomères d’IgA1 liés de façon covalente à la chaine J. 
Deux ponts disulfures sont formés entre la cystéine en position 471 de chaque tailpiece et les 




4.3.4.3 Rôle des IgA sériques 
 
Les études sur la fonctionnalité des IgA1 concernent essentiellement les IgA1 monomériques 
dont le rôle reste encore mal connu. De façon générale, les monomères d’IgA sériques ne participent 
pas, ou très peu, à la protection de l’organisme contre la présence des agents infectieux comme le 
font les IgG et les IgM. Les IgA sériques sont essentiellement non-inflammatoires et joueraient un 
rôle de régulateur de la réponse immunitaire (Russell et al., 1997). En effet, les IgA sériques n’ont pas 
le site de liaison au composant C1q de la cascade du complément présent dans les IgG (Duncan and 
Winter, 1988) et ne sont donc pas capables d’activer la voie classique du complément (Morton et al., 
1993). Par ailleurs, la capacité des IgA à activer la voie alterne du complément reste controversée. 
Pour certains auteurs, les IgA1 monomériques seraient capables de se fixer au C3, mais ne seraient 
pas capables de générer le C3b (Chuang and Morrison, 1997) contrairement aux IgA2 (Zhang and 
Lachmann, 1994).  
Plusieurs données corroborent l’hypothèse du rôle anti-inflammatoire des IgA sériques. Les IgA 
sériques sont capables d’inhiber la phagocytose et l’activation de la cascade du complément induites 
par les IgG, le chimiotactisme des monocytes et neutrophiles, la cytotoxicité cellulaire dépendante 
d’anticorps (ADCC) et la libération des cytokines (Griffiss and Goroff, 1983; Van Epps and Williams, 
1976; Wilton, 1978). Par ailleurs, les études des déficits en IgA chez l’homme montrent que ces 
patients sont plus susceptibles à des allergies et à des maladies auto-immunes (Schaffer et al., 1991). 
Le rôle des IgA1 polymériques est très peu décrit, voire inconnu. La polymérisation des IgA a été 
décrite comme un facteur influant sur l’activité et la fonction des IgA1. En effet, la 
dimérisation/polymérisation des immunoglobulines augmente leur avidité pour leur antigène. Par 
exemple, les IgA monomériques sont moins efficaces dans la neutralisation des virus que les 
polymères d’IgA (Taylor and Dimmock, 1985). En outre, les polymères d’IgA se lient plus facilement 
au récepteur FcαRI ou CD89 qui est le récepteur classique des IgA présents sur les cellules myéloïdes 
(Wines et al., 2001). D’autre part, il a été montré récemment que la réponse du FcαRI aux IgA1 
dépendait de l’agrégation du récepteur (Pasquier et al., 2005). En absence d’agrégation, la liaison du 
CD89 par des IgA1 monomériques ou un anticorps anti-CD89 inhibe les réponses activatrices des 
récepteurs  aux IgG (FcγR) et aux IgE (FcεRI). De façon contraire, l’agrégation du FcαRI par un ligand 
multimérique (constitué d’IgA1 monomérique et d’anticorps anti-IgA1) stimule l’activation cellulaire. 
Il est à noter que les auteurs n’ont pas utilisé d’IgAp, ce qui ne permet pas de conclure formellement 
à une action activatrice de celles-ci. Enfin, la polymérisation des IgA a été impliquée dans plusieurs 
pathologies dont la néphropathie à IgA (NIgA) et le myélome. La N-Iga est la forme la plus fréquente 
de glomérulonéphrite, caractérisée par une inflammation des glomérules rénaux consécutive à des 
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dépôts d’IgA1p au niveau des mésangiums (Berger and Hinglais, 1968; D'Amico, 2000). Il est à noter 
que les IgA1p isolées chez ces patients présentent dans de nombreux cas des anomalies de 
glycosylation, notamment une hypogalactosylation ainsi qu’un ratio augmenté λ/κ de la chaine 
légère. Il a été largement montré que ces anomalies structurelles jouent un rôle majeur dans la 
physiopathologie de la maladie (Coppo and Amore, 2004; Novak et al., 2008). Des altérations 
structurelles des IgA1 ont aussi été mises en évidence dans le purpura de Henoch-Schönlein (Novak 
et al., 2007). Le myélome à IgA est caractérisé par une prolifération maligne monoclonale de 
plasmocytes sécréteurs. Les patients atteints de cette pathologie ont un taux élevé d’IgA dimériques 
et polymériques source d’hyperviscosité sanguine. Dans certains cas, les IgA polymériques 
présentent deux chaînes J par dimère (Brandtzaeg, 1975), tandis que d’autres n’en possèdent pas 
(Brandtzaeg, 1976). En opposition avec ces résultats, une étude récente montre que les IgA1 
dimériques issues de myelome ne semblent pas différer structurellement des IgA1 dimériques 
physiologiques (Bonner et al., 2008). 
 
4.3.4.4 Caractérisation de la liaison RTf1/IgA1 
 
La caractérisation du RTf1 en tant que récepteur aux IgA1 a été publiée la première fois en 
2001 (Moura et al., 2001). Les auteurs ont identifié ce récepteur en générant des anticorps 
monoclonaux contre les protéines de surface cellulaire capables de se lier aux IgA. Cette même 
méthode avait été préalablement utilisée dans l’identification du CD89 comme un récepteur des IgA 
(Monteiro et al., 1992). Plus précisément, des protéines membranaires liant les IgA présentes dans 
les cellules de la lignée U937 (lignée monocytaire humaine) ont été isolées par passage sur colonne 
d’IgA, après marquage des protéines de surface des cellules par l’I
125
. Parmi les protéines ainsi éluées, 
une protéine de 180kDa en conditions non réductrices et de 90kDa en milieu réducteur a été isolée. 
Un anticorps monoclonal spécifique de cette protéine, l’anticorps monoclonal A24 (IgG2bκ, A24), a 
été généré par immunisation de souris. Après immunoprécipitation par les IgA1 et par A24, la 
protéine candidate a été testée par immunoempreinte à l'aide d'anticorps commerciaux anti-
CD71/RTf. L’identité du RTf et la spécificité de l’A24 pour le RTf ont été démontrées en utilisant des 
transfectants exprimant le récepteur. Dans deux études ultérieures, A24 a été évalué en 
immunothérapie anti-tumorale dans la leucémie/ lymphome T de l'adulte liée au virus HTLV1 (ATL) et 
le lymphome du manteau, car celui-ci possède la capacité d’internaliser le RTf1 et de bloquer son 
recyclage à la surface cellulaire (Lepelletier et al., 2007; Moura et al., 2004b). Le RTf est capable de se 
lier aux IgA1 mais pas aux IgA2. La sélectivité du RTf pour les IgA1 indique la participation de la région 
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charnière des IgA1 dans le domaine des IgA interagissant avec le récepteur. D’autre part, il a été 
montré par immunofluorescence indirecte, utilisant des anticorps anti-IgA, que les formes 
polymériques des IgA1 se fixent plus fortement au RTf que les formes monomériques et induisent 
l’internalisation du récepteur (Moura et al., 2004a). Les pIgA1 semblent se lier au RTf1 et au RTf2. En 
effet, l’ajout de formes solubles du RTf1 et du RTf2, qui sont des protéines recombinantes produites 
dans le système d’expression baculovirus/cellules d’insecte, inhibe la fixation des pIgA1. Par contre, 
A24 ne se lie pas au RTf2 (données du laboratoire non publiées). L’implication de la liaison des pIgA1 
au RTf a été étudiée dans physiopathologie de la néphropathie à IgA (N-IgA), essentiellement au 
niveau de la prolifération mésangiale qui est un évènement caractéristique de la phase initiale de la 
maladie. L’étude par immunohistochimie de tissus provenant de biopsies rénales a montré une 
expression accrue du RTf sur les cellules mésangiales (CM) des patients atteints de N-IgA (Moura et 
al., 2001). D’autre part, les pIgA1 de patients atteints de N-IgA se fixent plus sur le RTf que celles 
provenant de sujets sains, probablement du fait du rôle de la glycosylation dans l’interaction RTf/IgA. 
En effet, l’hypogalactosylation des pIgA1 semble accroître leur liaison au RTf (Moura et al., 2004a).  
Enfin, les pIgA1 permettent l’activation des cellules mésangiales car elles sont capables d’induire 
l’expression du RTf à leur surface ainsi que leur prolifération. Ce système de rétrocontrôle positif 
semble jouer un rôle dans la chronicité de la maladie (Figure 28) (Moura et al., 2005). 
 
 
Figure 28 : Schéma récapitulatif de l’implication du RTf dans la néphropathie à IgA (Tamouza et al., 
2007) 
Les IgA hypogalactosylées peuvent se lier au RFcα ou à la fibronectine et former ainsi des complexes 
qui se lient sur le RTf des cellules mésangiales. Ies cellules ainsi activées prolifèrent et augmentent le 
nombre de RTf1 à leur surface.  
 
Récemment, la liaison IgA1/RTf a été impliquée dans une autre pathologie auto-immune, la 
maladie céliaque (Matysiak-Budnik et al., 2008). La maladie céliaque est une entéropathie 
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inflammatoire induite par les prolamines dérivées du gluten chez des individus généralement 
génétiquement prédisposés. L’absorption de certaines prolamines, nommées gliadines, provoque 
une activation accrue des lymphocytes T CD4
+
 et un relargage de cytokines pro-inflammatoires 
(principalement l’IL1-5) ayant pour conséquence une destruction des villosités de la paroi intestinale. 
L’équipe de Martine Heyman a montré que le RTf1 était anormalement présent à la membrane 
apicale des entérocytes de ces patients et permettait la prise en charge de complexes comprenant 
des IgA sécrétoires et des peptides gliadines non dégradés de la membrane apicale à la membrane 
basale (Figure 29).  
 
 
Figure 29 : Schéma récapitulatif du transport des complexes IgA-gliadine médié par le RTf dans la 
maladie coeliaque (Matysiak-Budnik et al., 2008).  
Chez les individus sains, les peptides gladines sont endocytés au niveau des entérocytes et dégradés 
dans des compartiments lysosomiaux durant la trancytose. 
Chez les patients présentant une maladie cœliaque active, le Rtf est exprimé de façon anormale au 
niveau apical des entérocytes et prend en charge des complexes formés de peptides gliadines et de 
sIgA. Ces complexes sont transportés au niveau basal de l’entérocyte sans être dégradés et 
induisent l’activation du système immunitaire au niveau de la lamina propria.  
Selon ce modèle, une hypothèse de traitement serait le blocage de la fixation des complexes 
SIgA/gliadin par compétition sur le RTf au niveau apical des entérocytes. 
 
En résumé, la liaison des pIga1 au RTf est maintenant bien caractérisée et présente des 
implications physiopathologiques dans au moins deux maladies auto-immunes. Cependant, les 




Problématique et objectifs de l’étude 
 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, l’érythropoïèse est un lignage finement régulé au 
niveau cellulaire et moléculaire afin de produire un nombre de globules rouges adapté aux situations 
normales et pathologiques. En effet, en cas de stress (anémie aigue d’origine non centrale, 
hypoxie..), la production d’érythrocytes peut être multipliée jusqu’à sept afin de rétablir des 
paramètres hématologiques normaux. C’est pourquoi, il existe au niveau médullaire un large pool de 
progéniteurs et de précurseurs érythroïdes dont une partie va, soit rentrer en apoptose en condition 
physiologique, soit proliférer et se différencier en érythrocytes en cas de stress (Figure 30).  
 
Les érythroblastes qui survivent et se différencient en conditions physiologiques, sont dits 
hypersensibles à l’Epo, mais les facteurs influant sur cette hypersensibilité sont à l’heure actuelle 
inconnus. D’autre part, des plasmocytes à IgA sont retrouvés dans la moelle osseuse, sans pour cela 
que leur action in situ soit très détaillée. Sachant que le récepteur de la transferrine a pour ligand les 
IgA et que les érythroblastes sont les cellules physiologiques qui expriment le plus densément ce 
récepteur, les objectifs de ce travail étaient les suivants : 
 
Figure 30 : Régulation du pool médullaire d’érythroblastes selon les concentrations 
d’érythropoïétine 
A- En situation de normoxie, la concentration d’Epo est sous-optimale et une partie des 
érythroblastes dits hyposensibles à l’Epo va rentrer en apoptose. 
B- En situation de hypoxie, le rein produit plus d’Epo ce qui permet la survie des érythroblastes 
hyposensibles et une production accrue d’érythrocytes. 
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- Est-ce que les pIgA1 peuvent se lier au RTf1 des précurseurs érythroïdes et quelles sont les 
conséquences physiologiques de cette interaction ? 
- Quelles sont les mécanismes moléculaires consécutifs à cette liaison ? 
- Dans quel contexte physiopathologique les pIgA1 jouent-elles un rôle dans l’érythropoïèse ? 
- Existe-t-il des mécanismes de régulation du taux de pIgA1, notamment lors de l’hypoxie ? 
 




 Polymeric IgA1 controls erythroblast proliferation and accelerates  
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Anemia is a major complication in patients suffering from Chronic Kidney Disease (CKD) and Cancer 
1,2
. Erythropoietin (Epo) is the main cytokine controlling terminal erythropoiesis 
3
 and its 
administration usually restores hematocrit and hemoglobin levels in anemic patients 
4
. We aimed 
to identify factors modulating erythroblast sensitivity in physiological conditions. Erythroblasts 
highly express the transferrin receptor (CD71/TfR1), previously identified as an IgA1 receptor 
5
. 
Here we show that the polymeric IgA1 (pIgA1) level was high in human bone marrow and 
increased in serum under hypoxic stress. TfR1-bound pIgA1 rescued the growth and clonogenic 
potential of erythroblasts under suboptimal Epo concentrations. The molecular mechanism 
involved TfR1-dependent magnification of Epo signaling through activation of the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) and phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K/AKT) signaling pathways, 
but not the Epo-specific JAK2/STAT5. In humanized mouse models, pIgA1 accelerated stress 
erythropoiesis induced by acute haemolysis. Therefore, pIgA1/TfR1 signaling modulates 
erythroblast sensitivity to growth factors by decreasing cell activation threshold. This unveils the 
role of pIgA1 as a positive regulator of erythropoiesis in both physiological and pathological 
situations. Targeting this pathway could provide alternative approaches to treat anemia and in 




Results and Discussion 
 
Erythropoiesis relies on the commitment of hematopoietic stem cells towards erythroid progenitors 
and precursors. Stem cell factor (SCF) and erythropoietin (Epo) are absolutely required for 
proliferation and survival of erythroid cells 
6,7
. Epo is crucial to the end stage of erythropoiesis 
allowing terminal differentiation 
3
, which is dependent on caspase-3 activation 
8
. In the absence of 
Epo, late erythroblasts undergo apoptosis following the cleavage of the GATA-1 transcription factor 
by caspase-3. Recently, we reported that this mechanism is regulated by Hsp70, which protects 
GATA-1 against caspase-3 cleavage 
9
.  
Another feature of erythroid precursors is their absolute requirement for iron to support hemoglobin 
production. Transferrin receptor 1 (CD71/TfR1) is essential for erythropoiesis 
10
 and the investigation 
of TfR1 function has been focused on its undeniable role in iron metabolism. However, recent data 
demonstrate that TfR1 is a multi-ligand receptor that participates in a wide array of cellular functions 
11-13
. We recently identified TfR1 as a type A1 immunoglobulin (IgA1) receptor 
5
. IgA1 binding to TfR1 
depends on both the size and the glycosylation of IgA1 and plays a pivotal role in IgA nephropathy 





 plasma cells are abundant in the BM 
16
, where erythropoiesis takes place, and that 
TfR1 is a receptor highly expressed on erythroblasts 
17
, we hypothesized that IgA1 could play a role in 
erythropoiesis. On human BM aspirates, polymeric (p) IgA1 bound to TfR1
high
 erythroid glycophorin 
A
+




 cells (Supplemental Figure 1B). 
As expected pIgA1 bound CD11b
+
 cells, which express CD89 (Supplemental Figure 1A) 
18
. pIgA1 
binding was also observed in cord blood- derived erythroid cells (CD36
+
 cells) and an erythroid cell 
line (Supplemental Figure 1C), which express TfR1 as the only IgA receptor (Supplemental Figures 2A 
and 2B). TfR1 (but not CD89) was immunoprecipitated with pIgA1, but not with IgG, from UT-7 cell 
lysates (Supplemental Figure 2C). Pre-incubation of erythroid cells with soluble TfR1, or with an anti-
TfR1 which induces TfR1 internalization and degradation (Supplemental Figure 2D) 
19,20
, prevented 
pIgA1 binding (Supplemental Figure 2E). Therefore, pIgA1 binds erythroid cells through TfR1. 
To examine the role of pIgA1 in erythropoiesis, human CD34
+
 cells from cord blood were cultured 
with concentrations reflecting saturating and suboptimal levels of SCF and Epo (which induced 50% 
apoptosis in liquid cultures (Supplemental Figure 3)) in the presence of pIgA1 or IgG (as a control). As 
expected, in the absence of growth factors, pIgA1 did not support the growth of erythroblasts (data 
not shown). At a saturating concentration of growth factors, no difference in the presence of pIgA1 
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or IgG was observed in the number of BFU-E-derived colonies (Figure 1A) and in the growth of 
erythroblasts (Figure 1B and 1C). At suboptimal concentrations of SCF with either saturated or 
suboptimal Epo levels, a significantly lower number of BFU-E-derived colonies was observed (Figure 
1A). The addition of pIgA1 (but not IgG) to the cultures significantly increased the number of BFU-E 
colonies (Figure 1A). pIgA1 also allowed the rescue of erythroblasts cultured with suboptimal Epo 
concentrations to a level similar to that of cultures containing a saturating concentration of the 
growth factors (Figures 1B and 1C) and inhibited apoptosis by preventing the activity of caspases 
(Supplemental Figure 4). The time frame when pIgA1 was effective coincided with the peak of TfR1 
expression (Supplemental Figure 5).  
To identify the molecular pathways triggered by pIgA1 on erythroid cells, growth factor-starved cells 
were stimulated by physiological concentrations of Epo, SCF or purified myeloma-derived pIgA1 (0.2 
mg/ml, which corresponds to the physiological concentration of pIgA1 in the serum). The MAPK/ERK 
and PI3K/AKT pathways, but not the STAT5 pathway, were induced by pIgA1, as detected by the 
phosphorylation of their molecular effectors (Figure 1D and Supplemental Figures 6A and 6B). This 
pIgA1-induced activation of signal effectors did not lead to cell proliferation by itself (not shown), but 
sensitized the erythroblasts to stimulation by growth factors. Indeed, during experiments in which 
cells were activated with increasing concentrations of SCF or Epo, the addition of pIgA1 enhanced the 
phosphorylation of ERK1/2 and AKT (Figures 1E and 1F). TfR1 targeting by anti-TfR1 (mAbA24)
19
 also 
induced a transient phosphorylation of ERK1/2 and AKT (Figure 1G) and magnified the MAPK/ERK 
signaling pathway and that of PI3K/AKT, induced by SCF and Epo (Supplemental Figures 6C and 6D). 
In addition, the TfR1 natural ligand (Fe-transferrin) induced phosphorylation of AKT, but not of 
ERK1/2 (Figure 4D) and magnified Epo-dependent PI3K/AKT signaling (Figure 1H).  









 murine erythroblasts (Supplemental Figure 7A). For this purpose 
we used two mouse models : i- human (h) IgA1 knock-in (α1KI) mice constitutively producing hIgA1 
or ii- passive transfer through intravenous injection of hIgA1 in immunodeficient mice. α1KI mice 
carry a homozygous mutation of the IgH heavy chain locus, obtained through replacement of the 
mouse switch µ region (Sµ) by the human Cα1 gene. In these mice, hIgA1 is constitutively produced 
and is found in the circulation in concentrations ranging from 0.5 to 1mg/ml (Cogné et al, manuscript 
under revision).  
Stress erythropoiesis is well studied in mice and mainly occurs in the spleen 
21
. α1KI mice or 
littermate (LT) controls were subjected to phenylhydrazine (PHZ) treatment which induces a 
transient hemolytic anemia followed by a compensatory stress erythopoiesis. In α1KI mice, the 
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 erythroblasts and stress-induced BFU-E  (Figures 2B and C and Supplemental Figure 
7B) which was accompanied by a splenomegaly (Supplemental Figure 7C). Under steady-state 
conditions, human pIgA1 injection in NOD-SCID mice increased the number of late BFU-E colonies 




 erythroblasts in BM (Supplemental 
Figure 8B) without changes in the hematocrit, erythrocytes and reticulocytes number (Supplemental 
Figures 8C-E), indicating that the negative regulation of erythropoiesis occurs even in the presence of 
pIgA1 during normal erythropoiesis. However, erythropoietic recovery from PHZ-induced anemia was 
accelerated after pIgA1 transfer in NOD-SCID mice with a significant increase in the hematocrit, 





erythroblasts numbers were also increased in pIgA1-treated mice over controls (Figures 2G and 2H).  
IgA deficiency (IgA-D) is the most frequent primary immunodeficiency in humans 
22
 and serum from 
IgA-D patients constitutes a valuable tool to evaluate the contribution of IgA in erythropoiesis. When 
compared with serum from healthy donors, serum from IgA-deficient patients did not promote the 
proliferation of erythroblasts (Figure 3A). pIgA1, but not IgG, added to the serum from IgA-D patients 
rescued the growth of erythroblasts and protected them from apoptosis (Figures 3A and 3B). 
Likewise, the circulating Epo level was found significantly increased in IgA-D patients (Figure 3C). We 
further used IgA myeloma serum to evaluate their capacity to modulate erythroblasts proliferation. 
When serum from patients were added to erythroblasts, the only biological parameter that 
correlated with the growth of CD36
+
 cells was the IgA1 multimerization status (Supplemental Figures 
9A-D). Evaluating the level of pIgA1 in different biological fluids from healthy subjects, we observed 
that pIgA1 fraction was enriched in BM compared with serum (Figures 4A and B). In addition, the 
growth of erythroblasts was enhanced in cultures where the pIgA1/mIgA1 ratio was increased (Figure 
4C).  
The Epo level is tightly regulated by tissue oxygenation through the hypoxia-inducible factor (HIF) 
transcriptional complex 
23
. During hypoxic stress, the Epo level increases to recruit erythroid 
progenitors/precursors within the BM to produce more reticulocytes. To examine whether hypoxia 
could modulate the production of pIgA1, we compared the level of pIgA1 in normal subjects and 
patients who were chronically hypoxic (patients with chronic obstructive pulmonary disease or 
obstructive sleep apnea). The serum from these patients was enriched with pIgA1 (Figures 4D and E) 
suggesting that the pIgA1 level can be modulated by the oxygen level.  
We demonstrate that pIgA1 can prime erythroblasts for survival and proliferation under suboptimal 
concentrations of either Epo or SCF. We propose that pIgA1 is a positive regulator of erythropoiesis 
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that modulates the sensitivity of progenitors to growth factors. Moreover, the pIgA1 level is 
increased by hypoxia, whereas the Epo level is increased in IgA-deficient patients, suggesting 
compensatory mechanisms indicative of pIgA1 involvement in erythropoiesis. This mechanism of 
regulation would allow for a fine-tuning of the cellular response to changes in the cellular 
environment such as hypoxia. Our data unveil a new function for type A1 immunoglobulin that is 
unrelated to its role in the immune system. This complex system may also intervene under 
pathological conditions where the Epo level is decreased, such as chronic kidney diseases.  
Altogether, the present data unveil a new function for TfR1 that is directly involved in cell 
proliferation, independent of its role in iron metabolism. Schmidt et al. have recently described 
another function of TfR1, the sequestration of HFE, which is crucial to the TfR2 signaling pathway and 
the induction of hepcidin expression 
11
. We propose that in addition to these functions, TfR1 controls 
the activation status of the cell by modulating its sensitivity to growth factors. The signaling basis for 
this functional heterogeneity may rely on the manner by which receptor is engaged, i.e., monovalent 
vs multivalent binding (e.g., triggering by pIgA1). Therefore, the array of TfR1 functions is growing 
and TfR1 should now be considered not only as a cargo molecule for iron uptake, but also as a 
receptor that fulfills major signaling functions involved in cell activation. Targeting TfR1-dependent 
pathways could be a new alternative to bolster erythropoiesis in anemic patients. 
In conclusion, the discovery of the signals triggered by the interaction between TfR1 and pIgA1 sheds 
light on the molecular mechanisms underlying the heterogeneous sensitivity of erythroblast 
progenitors to Epo and SCF 
24
. This system is regulated by hypoxia and could be critical to maintain 
red blood cell production at a constant level in both steady-state and stress situations (Supplemental 





















































Supplementary Table 1: Sequences of the primers used for RT-PCR: 
 
Target Forward primer Reverse primer 
TfR1 TGTGGCGTATAGTAAGGCTGC GAAATTTAGTCTGGTCCATGT 
CD89 GCAAACAAGGCAGGGCGCTAT TCCCTCCTTGGCCAGTGAAAA 
Fcα/µ CCGGGCCATGGGAACACTCAG CCCAGACGGCACCAGTACTTC 
pIgR ATCAATAGCCGAGGCCTGTCC TCTTGAAAGGGCAGTTGATGG 







BM aspirates and sera were collected from patients admitted to the hematology department at 
Necker-Enfants-Malades Hospital. Umbilical cord blood cells from normal full-term deliveries were 
obtained from the obstetrics department. In each instance, informed consent was obtained from the 
donors. 
 
Antibodies and reagents  
Anti-TfR1 (A24; IgG2bκ) 
5
 and anti-IgA (Southern Biotech) mAbs were used. Human myeloma-derived 
IgA1 (Dou, Oli and Prud) were purified as previously described 
5
. Fractions containing monomeric (m) 
and polymeric (p) IgA1 were prepared by high performance liquid chromatography (HPLC) (GE 
Healthcare; >99% pure) using ion-exchange chromatography through diethylaminoethyl cellulose 
(DEAE) and size-exclusion chromatography on Superdex 200 columns. Human serum IgG was from 
ICN (ICN Biomedicals, Irvine, CA). 
 
Mice 
α1KI mice were generated as described (Cogné et al manuscript under revision). Briefly, a human 
genome 6kb fragment containing the α1 gene was flanked with 5‘ and 3’ arms (from murin Sµ and Cµ 
region, respectively) to allow homozygous recombination. A Neo cassette (flanked by loxP sites) was 
also added to allow selection of recombinants. E14 ES cells were transfected with the construct, 
recombinants isolated (after G-418 selection) and identified by Southern Blot. α1KINeo/ α1KINeo 
mice were further mated with EIIa-cre transgenic mice and progeny checked for NEO excision. 
NOD/SCID mice (6-8 weeks old) were from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). All animal 
experiments were approved by the INSERM Ethics Committee for Animal Experimentation. Acute 
anemia was induced by injection of phenylhydrazine (Sigma, St Louis, MO) at a concentration of 50 
mg/kg twice with an interval of 24 hours. Blood was collected from the retro-orbital plexus, and 
hematological parameters were monitored with a MS9 analyzer (Melet schloesing, USA). 
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Reticulocyte counts were performed on blood smears stained with brilliant cresyl blue (Merck, 
Darmstadt, Germany). 
 
In vitro generation of erythroid cells 
CD34
+
 progenitors were isolated from cord blood using the Milteny CD34 Progenitor Cell Isolation Kit 
and cultured for 7 days with IL-6 (100 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml) and SCF (100 ng/ml). Erythroid cells 
were further differentiated from isolated CD36
+
 cells cultured in the presence of IL-3 (10 ng/ml), SCF 
(100 ng/ml), Epo (2 U/ml) in Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM; Gibco cell culture) 
supplemented with 15% BIT 9500 (Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada), as previously 
described 
25
. In some cases, CD36
+
 cells were cultured with cytokines as described above in IMDM 
supplemented with insulin (7.5 µg/ml), bovine serum albumin (7.5 mg/ml) and 5% human serum 
from healthy subjects, IgA-deficient patients or IgA-producing myeloma patients. 
UT-7 cells 
26
 were maintained in α-minimum essential medium (MEM) supplemented with 10% fetal 
calf serum (FCS; Hyclone) and Epo (2 U/ml) at 37°C in a 5% CO2, humidified atmosphere. To starve 
cells from growth factors, the cells were washed and maintained in medium without cytokines for 
16-18 h before the experiments and processed as described below. In some experiments cells were 
starved of growth factors and of transferrin for 18h in the presence of IMDM containing 0.4% BSA 
and 5µM Fe-NTA . 
 
Immunofluorescence Analysis 
For binding assays, the cells (0.25 x 10
6
) were pre-incubated with 1 mg/ml of human IgG for 30 min 
on ice in order to block FcγR. IgA binding was examined using an indirect immunofluorescence assay 
in which cells were incubated with 0.5 mg/ml of IgA for 1 h on ice, washed and incubated with a 
biotinylated anti-IgA mAb (Southern biotech) for 20 min at 4°C. After additional washes, 
allophycocyanin-labeled streptavidin (SA-APC; BD Pharmingen) was used as a developing reagent. For 
inhibition studies, cells were pre-incubated with the recombinant ectodomain of TfR1 (0.3 mg/ml at 
4°C) 
12
 or with A24 (10 µg/ml at 37°C) 
5
 for 1 h before the addition of IgA1 to the cells. Fluorescence 
was analyzed by flow cytometry (FACScalibur; Becton Dickinson, NJ). 
BM aspirates were depleted of erythrocytes following lysis in ammonium chloride. After 30 min of 
incubation with non-specific human IgG as described above, the cells were stained with a FITC-
conjugated anti-TfR1 antibody and a PE-conjugated anti-glycophorin A or a PE-conjugated anti-CD11b 
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antibody (Beckman Coulter, CA, USA). For the BM and splenocyte suspensions from mice, the Fc 
blocking was performed with 24G2, and the cells were stained with a PE-conjugated anti-TER-119 
antibody and a FITC-conjugated anti-TfR1 antibody (BD Biosciences-Pharmingen). 
 
Apoptosis assays 
Cells were washed with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and incubated with FITC-conjugated 
annexin V and propidium iodide (PI; Beckman Coulter), according to the manufacturer's 
recommendations. For the detection of caspase activity, the cells were cultured overnight in the 
presence of 0.2 mg/ml pIgA1 or IgG. The cells were then cultured for 30 min in the presence of a 
fluorogenic caspase substrate (Cytoxilux, OncoImmunin, Gaithersburg, MD). Following incubation 
and washing, the samples were analyzed by flow cytometry. The cleavage of the substrate by 
activated caspases causes increased green fluorescence in dying cells. 
 
Immunoprecipations and immunoblotting analysis. 
Cells (1x10
7
/ml) were incubated for various lengths of time at 37°C with Epo (0.05 to 0.1 U/ml), SCF 
(0.16 to 4 ng/ml), pIgA1 (0.2 mg/ml), A24 (10 µg/ml) or Fe-Tf (150 µg/ml). The reaction was stopped 
by the addition of an excess of cold PBS. The cells were lysed in 1 ml of lysis buffer (50 mM NaCl, 50 
mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, 0.5% Triton X-100, 50 mM HEPES, 10 µg/ml leupeptin and 10 
µg/ml aprotinin) for 10 min at 4°C and centrifuged to obtain the soluble fraction. Proteins were 
quantified by the bicinchoninic acid method according to the manufacturer’s instructions (Pierce, 
Rockford, IL). The concentrations were equalized, and the extracts were boiled for 5 min in Laemmli 
sample buffer (62 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% glycerol, 2% SDS and 5% β-mercaptoethanol). The protein 
(30 µg per lane) was loaded on a 10% SDS-PAGE gel and transferred onto a PVDF membrane (GE 
Healthcare, USA). The specific proteins were detected by immunoblotting using antibodies against p-
AKT (Ser473) and AKT, p-P42/44 (Thr 202 Tyr 204 residues of ERK1 and Thr 185 Tyr 187 of ERK2) and 
P42/44, p-mTor (Ser2448), p-Jak2 (Tyr1007/1008), p-STAT5a (Tyr 694; Cell Signaling, MA, USA) or Hsc 
70 (Stressgen, Ann Harbor, USA) and a HRP-conjugated secondary Ab (Santa Cruz biotechnology, CA, 







Single cell suspensions of adult mice BM or spleen were mixed with methocult M3434 medium 
(Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada), plated into 35 mm dishes and cultured at 37°C 
under a 5% CO2 humidified atmosphere. The BFU-E colonies were scored at day 10. Human 
progenitors from cord blood cells were plated in methocult H4230 in the presence of IL-6 and IL-3 (20 
ng/ml), GM-CSF (10 ng/ml) and various concentrations of SCF (0.1–100 ng/ml) and/or Epo (0.5–2 
U/ml). The colonies were counted at day 16. 
 
Serum fractionation 
A total of 0.5 ml of serum was diluted in phosphate buffer (0.05 M Na2SO4, 0.02 M NaH2PO4 [pH 7.5]), 
filtered, and separated by gel filtration chromatography in a HiPrep Sephacryl S-300 HR column (GE 
Healthcare) connected to an HPLC AKTA-basic automated liquid chromatography system (GE 
Healthcare). Fractions of 1.0 ml were collected for analysis. The molecular size of each fraction was 
determined by calibration of the column with a calibration kit (GE Healthcare). The IgA concentration 
in the fractions was determined using a sandwich ELISA. 
 
Measurement of IgA and Epo levels 
To determine the IgA concentration in the column fractions, plates were coated for 2 hours at room 
temperature with an anti-IgA polyclonal Ab (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) diluted to a 
final concentration of 10 µg/ml in borate-buffered saline (BBS). The wells were washed twice in PBS 
containing 0.05% Tween 20 and blocked for 30 min at room temperature in PBS containing 1% BSA 
and 0.1% sodium azide. Column fractions (diluted at 1:100) were added to the wells and incubated 
overnight at 4°C. An alkaline phosphatase–conjugated IgA-specific antibody (BD Pharmingen) was 
used as the developing Ab. The optical density at 405 nm was measured after addition of the AP 
substrate (Sigma), following the manufacturer’s instructions. The Epo concentration was measured 
by ELISA (Quantikine IVD, R&D system) following the manufacturer's recommendations. 
 
Quantitative real-time RT-PCR 
RNA was extracted from erythroid progenitors using Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel, Hoerdt, 
France) and treated with DNAse. One microgram of total RNA was used for reverse transcription 
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using Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen) and random hexamers at 42°C for 15 minutes. 
The cDNA was then denatured at 99°C for 5 minutes and incubated at 5°C for 5 minutes. For qPCR, 
the cDNA samples were amplified in a ChromoIV PCR System (MJ Research) as follows: 95°C for 105 
seconds; 35 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 30 seconds; and 72°C for 7 minutes. The PCR 
products were quantified using SybrGreen (SYBRGREEN Jumpstart readymix, Sigma Aldrich). The 
forward and reverse primers sequences used are described in supplementary Table 1. 
 
Statistical analyses 
Statistical analyses were performed with GraphPad Prism (version 5.0; GraphPad Software). The data 
are expressed as the mean ± SEM of n determinations unless noted otherwise. Student's t-test was 
used to compare two groups, whereas multigroup comparisons were made using two-way ANOVA 
test followed by post-hoc analysis (Bonferroni test). Differences were considered significant at a P 
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  Discussion et perspectives 
 
Dans ce travail, j’ai étudié les conséquences physiologiques de l’interaction pIgA1/RTf1 dans 
l’érythropoïèse. J’ai montré que l’engagement du RTf1 joue un rôle important dans la régulation 
positive de la production des érythroblastes, indépendamment de son rôle dans le métabolisme du 
fer. L’interaction RTf1/pIgA1 induit l’activation de deux voies de signalisation majeures (PI3K/Akt et 
MAPK) impliquées dans la prolifération des érythroblastes, et potentialise l’activation de ces voies 
par le SCF et l’Epo. Ce phénomène de sensibilisation des érythroblastes par les pIgA1, permet de 
réguler le pool de précurseurs hypersensibles à l’Epo. Par des expériences in vivo chez la souris, en 
utilisant des modèles de transfert passif et un modèle d’expression knock-in des IgA1 humaines, j’ai 
montré que les pIgA1 permettent une meilleure régénération de l’érythropoïèse en cas d’anémie. La 
régulation de la synthèse des pIgA1 semble être dépendante du niveau d’oxygénation tissulaire car, 
en cas d’hypoxie chronique, les taux sériques de pIgA1 sont augmentés. La détermination des 
effecteurs impliqués dans la signalisation du RTf1 pourrait permettre de mieux comprendre les 
mécanismes fins de régulation de l’érythropoïèse. D’autre part, le RTf et ses effecteurs pourraient 
constituer une cible thérapeutique attractive pour le développement de nouveaux agents 
modulateurs de l’activité de l’Epo. Plusieurs aspects concernant l’activation du RTf1 par les pIgA1 et 
ses conséquences physiologiques et pathologiques méritent d’être discutés. 
 
1 Les pIgA1 régulent positivement l’érythropoïèse  
1.1 pIgA1 : un nouvel acteur modulant la sensibilité des érythroblastes à 
l’Epo  
 
Afin d’étudier l’impact de la liaison des pIgA1 au RTf1 des érythroblastes, j’ai tout d’abord 
vérifié la spécificité de cette interaction au niveau de la lignée érythroïde. Ainsi, sur des cellules 








. La liaison des 
mIgA1 est faible et restreinte aux cellules myéloïdes qui expriment le FcαRI. La spécificité de cette 
interaction a été vérifiée sur des érythroblastes primaires en culture et sur les cellules de la lignée 
UT-7 cultivée en présence d’Epo. L’ajout de sRTf1 et de l’anticorps monoclonal anti-RTf1 A24 (qui 
induit l’endocytose du RTf1) inhibe la fixation des pIgA1 sur ces cellules. La liaison des pIgA1 au RTf2 
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n’a pas été évaluée sur les érythroblastes, car ce récepteur n’est pas décrit comme étant présent à 
leur surface (Calzolari et al., 2004). Cependant, comme nous l’avons vu dans l‘introduction, les 
transcrits du RTf2 sont retrouvés en quantité importante au cours de la différenciation érythroïde 
(Sposi et al., 2000) et il serait intéressant de réévaluer l’expression de ce récepteur sur les 
érythroblastes avec de nouveaux anticorps. D’autre part, il a été suggéré dans d’autres modèles, bien 
que non formellement démontré, que les pIgA1 pourraient également se lier au RTf2 (Moura et al., 
2004a). En effet, sur les cellules mésangiales, l’ajout de RTf2 soluble (sRTf2) inhibe la fixation des 
pIgA1 (Moura et al., 2004a). Ainsi, l’interaction pIgA1/RTf2 reste encore à être évaluée sur les 
érythroblastes, dans l’hypothèse de l’expression du récepteur. Toutefois, plusieurs constatations 
laissent penser que l’action des pIgA1 dans l’érythropoïèse concerne essentiellement le RTf1. En 
effet, la diminution du nombre de RTf1 sur les cellules inhibe la liaison des pIgA1 aux érythroblastes 
et la stimulation du RTf par A24, qui est spécifique RTf1 et non du RTf2, permet l’activation des 
mêmes voies de signalisations que les pIgA1 (PI3K/AKT et ERK1/2). Le site de liaison des IgA1 sur le 
RTf reste inconnu. Le RTf1 et RTf2 présentent 66 % d’homologie et 45 % d’identité (Kawabata et al., 
1999; West et al., 2000) laissant présager d’une fixation des pIgA1 sur un domaine commun des deux 
récepteurs. La génération d’IgA1 mutées pourrait aider à identifier les domaines des IgA1 impliqués 
dans l’association avec le RTf de type 1 et de type 2.  
Afin d’évaluer l’effet de la liaison des pIgA1 sur les érythroblastes, nous avons utilisé un système de 
culture en milieu semi-solide pour l’étude des progéniteurs érythroïdes et un système de culture 
liquide à partir de cellules CD34
+
 issues de sang cordon pour les précurseurs (Zermati et al., 2000; 
Zermati et al., 2001). Nous avons utilisé une concentration sous-optimale d’Epo (100 mUI/ml), qui 
provoque l’apoptose de 50% des érythroblastes en milieu liquide, afin de refléter les conditions 
physiologiques des érythroblastes dans la moelle osseuse. En effet, en condition physiologique, les 
taux d’érythropoïétine sont sous-optimaux et ne permettent pas la survie de tout le pool érythroïde 
médullaire. Nos expériences montrent que l’addition de pIgA1 permet la croissance des 
érythroblastes en condition sous-optimale d’Epo, mais que les pIgA1 n’ont pas d’action en conditions 
saturantes de cytokines. Ainsi, la liaison des pIgA1 au RTf1 des érythroblastes les rend hypersensibles 
à l’Epo et ce résultat peut expliquer la différence de sensibilité des érythroblastes à l’Epo existant 
dans la moelle osseuse. En effet, dès 1990, l’équipe de Koury et de Bondurant émet l’hypothèse qu’il 
existe, au niveau médullaire, des érythroblastes hypersensibles à l’Epo qui vont survivre, et d’autres 
moins sensibles à l’Epo qui vont rentrer en apoptose (Koury and Bondurant, 1990). En 1993, Kelley et 
al, ont décrit qu’il existait une grande variabilité de sensibilité des érythroblastes à l’Epo et cela 
indépendamment de leur stade de différenciation, du nombre de R-Epo à leur surface et de la 
fonctionnalité de celui-ci (Kelley et al., 1993). D’autres études ont montré que la sensibilité des 
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érythroblastes à l’Epo était indépendante du nombre de récepteurs et de leur affinité pour l’Epo 
(Landschulz et al., 1992; Miura et al., 1991; Nakamura et al., 1992). Jusqu’à présent, les facteurs 
modulant cette différence de sensibilité étaient peu décrits. Récemment, l’équipe d’Angelillo-
Scherrer a montré que la protéine vitamine-K dépendante Gas6 est impliquée dans la régulation 
positive de l’érythropoïèse (Angelillo-Scherrer et al., 2008). En effet, chez la souris, Gas6 est secrétée 
par les érythroblastes, en présence d’Epo. Selon un mode autocrine, Gas6 sensibilise les précurseurs 
érythroïdes à l’Epo, notamment par l’activation de la voie PI3K/AKT. Les souris invalidées pour le 
gène de Gas6 ont une érythropoïèse de stress altérée, mais restaurée par l’administration de 
protéine Gas6 recombinante (rGas6). D’autre part, les érythrocytes de ces souris ont une demi-vie 
augmentée du fait d’une moindre phagocytose par les macrophages. Dans un modèle d’anémie 
chronique par faible production d’Epo (Maxwell et al., 1993), l’administration de rGas6 a montré une 
synergie importante avec l’Epo au niveau de la restauration de l’hématocrite, laissant suggérer une 
application thérapeutique potentielle chez les patients anémiques peu répondeurs à l’Epo.  
 
 
Figure 31 : Modèle résumant le rôle de Gas6 dans l’érythropoïèse (Angelillo-Scherrer et al., 2008) 
A – Action autocrine de Gas6; Gas6 sécrété par les érythroblastes en réponse à l’Epo se lie à l’un de 
ses récepteurs (Tyro3, Axl, ou Mertk) et permet l’activation de la voie PI3K/AKT en association avec 
l’Epo. De plus, Gas6 favorise l’adhésion des érythroblastes à la fibronectine via l’activation de VLA4. 
B- Hypothèse non démontrée des auteurs selon laquelle Gas6 formerait un pont entre les 
macrophages et les érythrocytes sénescents (via leur phosphatidylsérine externalisée), permettant 
ainsi une clairance augmentée des globules rouges. 
 
En résumé, Gas6 semble être un régulateur autocrine positif de l’érythropoïèse, mais d’autres études 
sont nécessaires afin d’évaluer son rôle paracrine, notamment au niveau des macrophages. Selon 
notre modèle, la régulation des érythroblastes par les pIgA1 serait paracrine. Les plasmocytes 
médullaires permettraient la sécrétion de pIgA1 qui, en se liant au RTf1 des érythroblastes, les 
sensibiliseraient à l’Epo. Nous n’avons pas retrouvé de présence accrue de plasmocytes à IgA1 près 
des îlots érythroblastiques, par immunohistochimie sur des biopsies ostéo-médullaires (résultats non 
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montrés). Néanmoins, il semble probable que les pIgA1 diffusent au sein de la moelle. Nos 
expériences en méthylcellulose, montrent que les pIgA1 permettent aussi de pallier à la baisse du 
nombre de colonies dérivées de BFU-E, induite par des concentrations sous-optimales de SCF. La 
concentration physiologique de SCF dans le sérum humain est en moyenne de 3,3 ng/ml (Langley et 
al., 1993) et ne semble pas varier selon les situations physiopathologiques (hypoxie ou polyglobulie). 
Néanmoins, lors d’expériences préliminaires, nous avons comparé les taux sanguins de SCF entre des 
volontaires sains et des patients présentant un déficit sélectif en IgA (DIgA) et nous avons trouvé des 
concentrations de SCF plus basses chez les DIgA par rapport aux volontaires sains (0,6 ± 0,2 ng/ml 
pour les DIgA vs 2,1 ± 0,9 ng/ml pour les volontaires sains, n= 8 dans chaque groupe, résultats non 
montrés). Il serait intéressant de savoir si les pIgA1, outre leur action sur l’amplification du signal 
médié par l’activation de C-Kit, ont une action sur les cellules stromales médullaires productrices de 
SCF. Dans ce cas, nous pourrions penser que le la modulation du taux circulant de SCF par les pIgA1 
pourrait avoir une implication dans la physiopathologie des hémopathies malignes, où le récepteur C-
Kit est surexprimé. 
 
1.2 Les pIgA1 amplifient l’érythropoïèse de stress lors d’une anémie  
 
L’impact de la stimulation du RTf1 par les pIgA1 sur l’érythropoïèse a ensuite été évalué in 
vivo dans deux modèles murins : le transfert passif de pIgA1 et les souris α-KI. Comme nous l’avons 
vu dans l’introduction, les IgA murines diffèrent en structure et en degré de polymérisation des IgA 
humaines. Chez la souris, il n’existe qu’une seule sous-classe d’IgA retrouvée sous forme polymérique 
(Monteiro and Van De Winkel, 2003). D’autre part, les IgA murines n’ont pas de sites de O-
glycosylation dans leur région charnière, qui sont importants pour l’interaction avec le RTf1 (Moura 
et al., 2004b). C’est pourquoi, nous avons évalué l’action des pIgA1 humaines, après avoir 
préalablement vérifié que celles-ci se liaient bien au RTf1 murin. L’érythropoïèse murine est un 
système très finement régulé, principalement étudié en condition de stress. L’anémie hémolytique 
induite par la phénylhydrazine (PHZ) est un modèle largement utilisé par de nombreuses équipes 
(Angelillo-Scherrer et al., 2008; Golab et al., 2002; Lenox et al., 2005). La PHZ est un principe actif 
développé à la fin du XIX
ème
 siècle comme antipyrétique et dont le développement a rapidement été 
arrêté du fait d’une forte toxicité au niveau des érythrocytes. La PHZ induit la formation de ROS 
(reactive oxygen species), la peroxydation des lipides et la dégradation oxydative de la spectrine du 
cytosquelette (pour revue voir (Berger, 2007)). L’action de la PHZ est sélective sur la spectrine des 
globules rouges et provoque une anémie hémolytique extravasculaire régénérative. De plus, nous 
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avons testé l’action des pIgA1 dans d’autres modèles d’anémies régénératives, comme l’anémie 
provoquée par des saignements et une anémie hémolytique immune. Dans le dernier cas, nous 
avons utilisé une IgG2a anti-GR (clone 34-3C) dérivée de souris NZB, qui sont des souris susceptibles 
de développer des lupus et des anémies hémolytiques auto-immunes (Ozaki et al., 1984). L’anticorps 
utilisé induit une importante érythrophagocytose du fait de la liaison de sa partie Fc aux FcγRI des 
macrophages (Fossati-Jimack et al., 1999). Dans tous ces cas, l’injection de pIgA1 a provoqué une 




 spléniques par 
rapport aux souris injectées avec des IgG. L’érythropoïèse a été évaluée au niveau splénique, car 
c’est là que se déroule l’érythropoïèse de stress chez la souris (McCulloch et al., 1964). Cependant, 
nous avons difficilement retrouvé la présence de BFU-E de stress (BFU-Es) au bout de 5 jours de 
culture en milieu semi-solide (Lenox et al., 2005). C’est pourquoi, nous avons compté les BFU-E en 
milieu semi-solide à J10. Ceci peut s’expliquer par le fait que nous avons sacrifié les souris 
relativement tard (de J7 à J9), après l’induction de l’anémie. Par ailleurs, les paramètres hémato-
biologiques (nombre de globules rouges et hématocrite) ont été normalisés plus rapidement dans le 
groupe des souris injectées avec des pIgA1. L’ensemble de ces résultats démontre que la stimulation 
du RTf1 avec les pIgA1 permet l’induction d’une érythropoïèse de stress accrue, afin de normaliser 
les paramètres sanguins lors d’anémies régénératives de différentes étiologies. Une expérience 
complémentaire, avec un modèle d’anémie d’origine centrale induite au 5-FU, montre que le groupe 
pIgA1 parvient à maintenir un hématocrite et un nombre de globules rouges assez élevé pendant 6 
jours, par rapport au groupe IgG, avant de chuter à J9. Le 5-FU est un antimétabolite, qui inhibe la 
thymidylate synthase et ainsi la synthèse de l’ADN (Rich, 1991). Une hypothèse serait que les pIgA1 
ont un rôle protecteur sur les précurseurs érythroblastiques exprimant fortement le RTf1, leur 
permettant ainsi d’effectuer une différenciation érythroïde terminale. Cependant, l’atteinte des 
progéniteurs induit une anémie totale au bout d’un certain temps, ainsi qu’une atrophie et une 
acellularité de la rate.  
Il serait intéressant d’évaluer l’impact des pIgA1 dans des modèles d’insuffisance rénale chronique. Il 
existe peu de modèles murins disponibles à cet effet. Le plus décrit est un modèle transgénique 
(134.3 LC, Epo-TAg
H
), où une séquence d’ADN issue du SV40 (Simian Virus 40) a été insérée en amont 
du gène de l’Epo (en 5’), provoquant une invalidation partielle de l’expression du gène (Maxwell et 
al., 1993). Ainsi, ces souris, qui possèdent de faibles taux d’Epo, développent une anémie chronique 
(Ht à 30% versus 50% pour le phénotype sauvage) et sont de bons modèles afin d’évaluer l’efficacité 
d’agents stimulateurs de l’érythropoïèse (ESA) (Rinsch et al., 2002). Un modèle plus physiologique 
pourrait être réalisé par néphrectomie (Vaziri et al., 1996). Ces expériences sont actuellement en 
cours dans notre laboratoire. 
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D’autre part, nous avons utilisé un deuxième modèle murin exprimant la chaine lourde des 
IgA1 humaines (α1KI). Dans ce modèle, les souris expriment les régions constantes de la chaine 
lourde (CH1-CH3) des IgA1 humaines (Duchez et al.). Ainsi, les IgA1 hybrides sont composées de la 
chaine lourde humaine, de la chaine légère murine, et sont capables de faire le réarrangement VDJ. 
De plus elles peuvent se polymériser à l’aide de la chaine J murine.  Au niveau sérique, ces IgA1 sont 
retrouvées essentiellement sous forme monomérique (80-90%), mimant le taux de polymérisation 
des IgA sériques chez l’homme (Monteiro and Van De Winkel, 2003). Au niveau basal, il n’y a pas de 
différence d’érythropoïèse entre les souris α1KI et les souris sauvages. Il n’existe pas non plus de 
différence de taux d’Epo circulants (résultats non montrés). Cependant, lors de l’induction d’une 
anémie hémolytique par la PHZ, les souris α1KI ont présenté un nombre deux à trois fois plus élevé 




) par rapport aux souris contrôles. Cette 
érythropoïèse extra-médullaire importante est associée à une splénomégalie. Ainsi, dans ce modèle, 
la chaine lourde des IgA1 humaines participe au contrôle de l’érythropoïèse de stress splénique. 
 
1.3 Ciblage du RTf1 : une nouvelle cible thérapeutique 
 
Dans ce travail, nous avons montré que la présence d’IgA1 permet une restauration plus 
rapide de l’érythropoïèse en cas d’anémie dans deux modèles murins distincts. Ainsi, le ciblage du 
RTf1 représente une alternative thérapeutique attractive dans le traitement de l’anémie, notamment 
chez les patients peu répondeurs à l’Epo. La prise en charge de l’anémie est très largement étudiée 
depuis les 20 dernières années, date de la commercialisation des érythropoïétines recombinantes 
(rHuEpo), car elle présente un enjeu majeur économique et de santé publique dans les pays en voie 
de développement. En effet, l’anémie est un facteur délétère de plusieurs grandes pathologies, dont 
l’insuffisance rénale (Courtney and Maxwell, 2008) et le cancer (Caro et al., 2001). Avec la tombée 
dans le domaine publique de l’Epo recombinante, la recherche de nouveaux composés a été très 
active, notamment au niveau des agonistes du récepteurs de l’Epo. Les agents simulateurs de 
l’érythropoïèse (ESA) regroupent de nombreux produits, comme l’érythropoïétine recombinante 
(rHuEpo), de la rHuEpo modifiée chimiquement afin de prolonger sa demi-vie plasmatique 
(darbepoietin, CERA), ou des activateurs du récepteur de l’Epo (en essais clinique). Des agents 
modulant l’hypoxie, comme des inhibiteurs de prolylhydroxylases, sont aussi en cours de 
développement (pour revue voir (Bunn, 2007; Casadevall et al., 2008)). D’autre part, il a été montré 
dans plusieurs essais cliniques que le traitement par rHuEpo était optimisé par une adjonction de fer. 
Le fer par voie intraveineuse (IV) (mais non par voie orale) permet une meilleure augmentation du 
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taux d’hémoglobine en réponse à la rHuEpo et permet de baisser les doses administrées de rHuEpo 
chez les patients insuffisants rénaux chroniques (Fishbane et al., 1995; Macdougall et al., 1996) et 
atteints de cancer (Auerbach et al., 2004). Cependant, l’administration de fer IV reste problématique, 
notamment à cause du risque allergique important aux dextrans. D’autres formulations de fer IV ont 
été mises au point, afin de tenter de diminuer les effets indésirables de ce type de médication (pex 
Ferinject; Vifor Pharma, Zurich, Switzerland). Enfin, des préparations de Fe-Tf et d’Apo-Tf ont été 
brevetées en tant qu’agent stimulant de l’érythropoïèse en association, ou non, avec de 
l’érythropoïétine dans l’anémie consécutive aux insuffisances rénales chroniques (patent US 
2003/0229012 A1). Le fait que l’Apo-Tf ait aussi une action positive sur l’érythropoïèse sous-tend 
l’hypothèse que l’action stimulante de ce type de préparation n’est pas uniquement due à l’apport 
de fer, mais que la stimulation du RTf1 par des agonistes peut avoir une action. Dans notre cas, 
l’injection d’IgA1 semble difficilement envisageable chez l’homme du fait de risque allergique 
important, notamment chez les patients déficitaires en IgA dont la prévalence est importante dans la 
population générale. D’autre part, l’anticorps A24 n’est pas un bon candidat pour ce type de thérapie 
car, bien que stimulant le RTf1 à des temps précoces, il induit ensuite l’internalisation de celui-ci et 
l’inhibition de son recyclage à la surface cellulaire. La structure extracellulaire du RTf1 est cristallisée 
(Lawrence et al., 1999) et nous envisageons de déterminer les sites de fixations putatifs de ligands 
activateurs. A partir de ces sites, nous pourrons envisager la synthèse de peptides agonistes du RTf1 
et tester leur activité dans ce modèle. 
 
2 L’activation du RTf1 induit et amplifie des voies de 
prolifération cellulaire 
 
Nous montrons, pour la première fois, que l’activation du RTf1 induit deux voies de 
signalisation importantes dans l’érythropoïèse : la voie PI3K/AKT et la voie ERK1/2. La 
phosphorylation des effecteurs des ces voies peut être provoquée par différents ligands du RTf1 : les 
pIgA1, un anticorps anti-TfR1 et le ligand classique du RTf1, la Fe-Tf. Ainsi, le RTf1 ne se limite pas 
dans l’érythropoïèse à permettre l’entrée du fer nécessaire à la synthèse de l’hémoglobine, mais est 
capable d’induire des voies de signalisation selon un mécanisme dont les étapes initiales restent à 




2.1 Le RTf1 permet l’activation cellulaire 
 
Comme nous l’avons vu ci-dessus, l’activation du RTf1 permet la croissance des 
érythroblastes en conditions sous-optimales d’Epo. L’implication du RTf dans des voies alternes 
d’activation cellulaire a été préalablement évoquée, notamment lors du processus d’activation des 
lymphocytes T (LT). En effet, il a été montré que l’induction de l’expression du RTf n’est pas toujours 
associée à une augmentation du nombre de sites de liaison pour la Fe-Tf à la surface cellulaire. 
L’activation des lymphocytes du sang périphérique par la phytohémagglutinine (PHA) augmente 
l’expression du RTf et la liaison de la Fe-Tf sur son récepteur. Cependant, le Phorbol Myristate 
Acetate (PMA) augmente l’expression du RTf, mais pas la liaison de la Fe-Tf sur le RTf (Boldt et al., 
1987). D’autre part, l’incubation de certains types cellulaires avec la Fe-Tf, ou des anticorps anti-
transferrine, induit une augmentation du calcium intracellulaire (Sainte-Marie et al., 1997). Le RTf1 
est habituellement considéré comme un récepteur dont l’expression est secondaire à l’activation 
lymphocytaire. Cependant, plusieurs équipes utilisant des anticorps anti-RTf1 ont montré un rôle 
immunomodulateur du RTf1, où celui-ci fournirait un stimulus nécessaire à l’activation des 
lymphocytes T. Cependant, ce stimulus n’est pas suffisant et nécessite la présence d’autres 
modulateurs. Par exemple, il a été montré sur la lignée de cellules T HUT-78, qu’un anticorps anti-TFR 
(J64) pouvait se substituer au PMA, en association avec, soit la PHA, soit des anticorps anti-CD3, soit 
un ionophore calcique pour la production d’IL-2 (Manger et al., 1986). Il est à noter que cet anticorps 
se fixe sur un site du RTf différent de celui de la Fe-Tf. D’autres anticorps monoclonaux anti-RTf sont 
capables d’induire la prolifération des cellules T en présence de concentrations sub-mitogéniques 
d’esters de phorbol. Ces anticorps induisent également la synthèse d’IL-2 et l’augmentation 
d’expression membranaire du CD3 (Cano et al., 1990). Dans la N-IgA, la liaison des pIgA1 sur le RTf1 a 
été impliquée dans la prolifération des cellules mésangiales et le relargage de cytokines, comme l’IL-6 
et le TGF-β. (Moura et al., 2005). 
 
2.2 Quels seraient les effecteurs du RTf1 ? 
 
Il existe peu d’études détaillant les effecteurs du RTf1 au niveau moléculaire. Une seule 
étude sur les lymphocytes T activés, a décrit le RTf1 activé comme étant associé à la chaine ζ du 
récepteur aux cellules T (TCR) (Salmeron et al., 1995). Classiquement, le TCR est associé avec deux 
complexes protéiques différents : l’un formé par les chaînes γ, δ, et ε du CD3 et l’autre composé par 
un homodimère de la chaîne ζ. La chaîne ζ du TCR est physiquement associée à Zap 70 qui est une 
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protéine tyrosine kinase de la famille Syk. L’activation de cette protéine mène à l’activation de la 
PLCγ1, la libération de Ca2+ intracellulaire et l’activation de protéines de la voie Ras. De manière 
intéressante, Salmeron et al ont suggéré que l’engagement du RTf peut utiliser des protéines de 
signalisation classiquement décrites comme étant impliquées dans la signalisation 
d’immunorécepteurs. L’activation des cellules T par un anticorps anti-RTf (FG1/6) induit la 
phosphorylation de la chaîne ζ du TCR et une phosphorylation précoce des protéines, en aval du TCR, 
sur des résidus tyrosine. Le RTf a été trouvé également physiquement associé à la Zap70. L’ensemble 
de ces données suggère l’existence d’une voie d’activation cellulaire dépendante du RTf. Dans ce cas, 
la participation du RTf à une voie de transduction de signal dépendrait de son association à des 
protéines transductrices telles que la chaîne ζ. L’agrégation du RTf induirait une phosphorylation des 
ITAM des chaînes associées et le recrutement de Zap70, l’activation de la PLCγ1 et la libération de 
Ca2+ intracellulaire. Néanmoins dans cette étude, les expériences d’activation du RTf ont été 
réalisées avec des anticorps anti-récepteur, et le ligand physiologique du RTf responsable de cette 
voie d’activation cellulaire reste inconnu. Dans mon travail, j’ai montré que la stimulation du RTf1 par 
les pIgA1 induit deux voies de signalisation et amplifie des signaux induits par le SCF et L’Epo. Cette 
amplification du signal nous a laissé penser, selon le modèle décrit ci-dessus dans les lymphocytes T, 
à une coopération directe du RTf1 avec le R-Epo et/ ou le C-KIT à la membrane cellulaire. Le fait que 
la voie JAK2/Stat5 ne soit pas induite lors de l’activation du RTf1 semble exclure une coopération 
directe au niveau du R-Epo. D’autre part, le fait que les pIgA1 induisent une phosphorylation rapide 
de ERK1/2 et d’AKT en 3 minutes d’activation semble exclure des mécanismes de coopération au 
niveau transcriptionnel. Concernant le C-kit, nous avons effectué des expériences préliminaires 
d’activation du RTf1 par les pIgA1 en présence d’un inhibiteur du site catalytique de C-Kit (STI571 ou 
imatinib), et nous n’avons pas observé d’inhibition des voies de signalisation induite par les pIgA1. 
Ainsi, une interaction directe avec le récepteur semble peu probable, mais reste encore sous 
investigation par la réalisation, entre autres, d’expériences de co-immunoprécipitations. 
Le RTf1 n’est classiquement pas retrouvé dans les radeaux lipidiques, qui sont des domaines 
de la membrane plasmique impliqués dans la transduction de signal contrairement au RTf2 (Calzolari 
et al., 2006). Cependant, il est probable que l’activation du RTf1 provoque sa localisation dans les 
radeaux lipidiques afin de s’associer avec des effecteurs des voies de signalisation cellulaire. Ce 
phénomène a préalablement été décrit dans les lymphocytes T activés (Batista et al., 2004). En effet, 
l’équipe de M. Alonso décrit que l’activation des LT ou de la lignée T Jurkat par des anti-CD3 induit 
une augmentation du nombre de RTf1 à la surface cellulaire, probablement par recrutement des RTf1 
présents dans les endosomes, et que cette relocalisation s’effectue au niveau des radeaux lipidiques, 
plus précisément, au niveau de la synapse immunologique. Le domaine intracytoplasmique du RTf1 
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est court (67 acides aminés) et possède un motif d’internalisation (YTRF) (Schneider et al., 1984; 
Schneider and Williams, 1985). Ce domaine possède 7 sérines, 3 thréonines et une tyrosine, qui 
pourraient participer à la signalisation du récepteur (Figure 32).  
 
Figure 32 : Séquence protéique du RTf1 
le domaine cytoplasmique est représenté en bleu, la région transmembranaire est soulignée en 
bleue et la région en noir représente la région extracellulaire. Les sérines sont indiquées en vert, les 
thréonines en rouge et les tyrosines en rose 
 
Le RTf1 a déjà été décrit comme étant phosphorylé dans plusieurs types cellulaires, comme 
les lymphocytes T activés après stimulation du TCR (Salmeron et al., 1995), dans la lignée 
myélo/moncytaire HL60 (May et al., 1984) et dans la lignée myéloïde à potentialité érythroïde K562 
(Klausner et al., 1984). Une étude sur la lignée de carcinome épidermoïde A431 a montré que le RTf1 
pouvait être phosphorylé sur la sérine en position 24 (Davis et al., 1986b). Par ailleurs, nous avons 
recherché à l’aide de programmes informatiques (nephtos, scansite et prosite) quels seraient les 
meilleurs sites prédictifs de phosphorylation intracytoplasmiques ainsi que les molécules qui 
pourraient être associées. Les résultats sont hétérogènes selon les programmes utilisés. Cependant 
les sérines en position 19, 24, 34 et 65 ont été retrouvées comme pouvant être probablement 
phosphorylés et les protéines impliquées seraient la protéine kinase C (PKC) (position 65 selon 
scansite) et la protéine caséine kinase 2 (CK2) (position 34 selon prosite). La protéine CK2 est une 
sérine/thréonine kinase tétramérique, comprenant deux sous-unités catalytiques et deux sous-unités 
régulatrices, et exprimée de façon ubiquitaire dans l’organisme. Cette kinase possède plus d’une 
centaine de cibles cellulaires et a été retrouvée impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et la 
division, ainsi que dans la survie et l’apoptose cellulaire (Litchfield, 2003). La protéine CK2 a été 
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impliquée dans l’endocytose du RTf1 puisque l’inhibition de son activité par un pseudo-substrat ou 
par un inhibiteur (H-89) bloque l’endocytose du RTf1 dans les lignées HeLa, A431, 3T3-L1 (Cotlin et 
al., 1999). Néanmoins, l’action de celle-ci n’a pas été décrite dans l’érythropoïèse.  
La PKC englobe une famille de sérines thréonine kinases très bien conservées à travers les 
espèces et qui participent à la transduction du signal dans de nombreux types cellulaires (Mackay 
and Twelves, 2007). Il existe 9 gènes pour la PKC, qui codent pour 12 isoformes classées en trois 
groupes : les PKC conventionnelles (cPKCs; PKCα, PKCβI, PKΧβΙΙ and PKCγ), les nouvelles PKC (nPKCs; 
PKCσ, PKCδ, PKCε, PKCη and PKCθ); et les PKC atypiques (aPKCs; PKCζ and PKCλ)(Mackay and 




Figure 33 : Schéma de la structure des différentes isoformes des PKC (Mackay and Twelves, 2007)  
La PKC possède 4 domaines conservés : le domaine C1 comprend un ou deux motifs riches en 
cystéines qui forment les domaines de fixation du diacylglycerol (DAG) et de l’ester de phorbol; le 
domaine C2 contient le domaine de reconnaissance des acides lipidiques et le site de liaison au 
calcium de certaines enzymes, enfin les domaines C3 et C4 forment le domaine catalytique. Le 
domaine C2 des nouvelles PKC ne lie pas le calcium. Les PKC atypiques ont un seul domaine riche en 
cystéine et le site de liaison à l’ester de phorbol n’a pas été détecté. 
 
L’implication des PKC dans la signalisation du RTf a déjà été suggérée dans la littérature, mais 
non formellement démontrée. En effet, il a été montré que le PMA, un puissant activateur des PKC, 
phosphoryle le RTf1 dans la lignée myélo/monocytaire HL60 et la lignée érythroïde K562 (Klausner et 
al., 1984; May et al., 1984). D’autre part, comme nous l’avons vu précédemment, l’activation du RTf1 
par un anticorps spécifique substitue l’effet du PMA dans l’activation des lymphocytes T, suggérant 
l’implication de la protéine kinase C dans cette voie d’activation (Manger et al., 1986). Les voies de 
signalisations impliquées en aval de l’activation des PKC sont peu connues. Néanmoins, les PKC ont 
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été décrites comme pouvant activer la voie ERK (Marshall, 1996; Ueda et al., 1996), ainsi que la voie 
PI3K/AKT (Partovian and Simons, 2004). Au niveau hématopoïétique, il existe peu de données de la 
littérature concernant l’implication des PKC. L’expression des différentes isoformes a été recherchée 
sur des cellules CD34
+
 et sur la lignée pluripotente murine 32D (Bassini et al., 1999). Cette étude a 
montré que toutes les isoformes recherchées (α, βI,δ, ε, η et ζ) sont retrouvées chez les progéniteurs 
CD34
+
 et que, l’inhibition de l’isoforme ε provoque une augmentation du nombre de colonies 
érythroïdes (BFU-E), sans modifier la formation de colonies des autres lignages. De façon 
contradictoire, la même équipe a montré, par la suite, que l’Epo induisait l’expression de la PKCε et 
que cette isoforme était impliquée dans la protection des précurseurs érythroides contre TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand), qui est un ligand du TNF (Mirandola et al., 2006). Selon les 
auteurs, le mécanisme d’action impliquerait la surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 
induite par la PKCε. De façon similaire, PKCε a été montré comme ayant un rôle anti-apoptotique sur 
la lignée cytokine-dépendante TF1 privée de facteur de croissance par surexpression de Bcl-2 (Gubina 
et al., 1998).  
En résumé, le RTf n’ayant pas de motif de transduction de signal connu, il doit avoir besoin de 
molécules associées afin d’induire des signaux de prolifération cellulaire. Les PKC semblent être de 
bons candidats en tant qu’effecteurs du RTf1. Des études d’invalidation de l’expression des isoformes 
des PKC candidates sont à mettre en œuvre, afin d’évaluer le rôle direct des PKC dans cette 
signalisation. Afin de réaliser une recherche plus exhaustive des effecteurs du RTf1, nous 
souhaiterions réaliser des expériences d’immunoprécipitation du RTf1, lorsque celui-ci est activé et 
déterminer les molécules associées par spectrométrie de masse. Les effecteurs ainsi découverts 
seraient ensuite invalidés, afin de préciser leur implication dans l’activation des voies PI3K/AKT et 
ERK1/2. De plus, nous souhaiterions étudier les variations de transcriptome induites par le RTf1 
lorsque celui-ci est activé par ses différents ligands. D’autre part, dans l’objectif de déterminer les 
résidus de la queue intracytoplasmique impliqués dans la signalisation du RTf1, la génération de 
différents mutants du RTf1 a été effectuée au sein de l’U699 par Ivan Moura. Plus précisément, 
plusieurs mutations au niveau de la queue intracytoplasmique du RTf1 ont été réalisées, afin 
d’invalider des sites de phosphorylation au niveau de résidus sérine (position 24, 34, 63, 65) ou 
tyrosine (position 20). La transfection de ces mutants sera réalisée sur des cellules exprimant peu le 
RTf1 et les voies de signalisation, après activation du RTf1, étudiées.  
Enfin, il serait intéressant de savoir si des mutations activatrices au niveau de la queue 
intracytoplasmique du RTf1 sont retrouvées dans des syndromes d’origine érythroïdes prolifératifs, 




2.3 Implication des différents ligands dans la signalisation du RTf1 
 
L’activation des voies de signalisation a été obtenue en stimulant le RTf1 avec différents 
ligands de celui-ci. Nous avons utilisé différentes pIgA1 purifiées à partir de sérums de plusieurs 
patients atteints de myélome à IgA. Ces pIgA1 ne présentent pas de différences structurelles avec les 
pIgA1 retrouvées dans le sérum (Bonner et al., 2008). Nous avons utilisé aussi un anticorps 
monoclonal A24 anti-RTf (Moura et al., 2001). Les propriétés de cet anticorps ont largement été 
étudiées dans un contexte de ciblage du RTf1 en immunothérapie anti-tumorale. En effet, A24 se lie 
préférentiellement aux cellules exprimant fortement le RTf1, comme les cellules tumorales ou les 
érythroblastes et inhibe leur prolifération. A24 et la transferrine rentrent en compétition au niveau 
de leur fixation sur le RTf1. Les cellules quiescentes présentent un nombre restreint de molécules de 
RTf1 à leur surface et la fixation monovalente de la transferrine (ayant une affinité plus importante 
pour son récepteur que l’anticorps) empêche la fixation d’A24. A l’opposé, A24 se fixe de manière 
bivalente sur le RTf1 des cellules malignes ou les érythroblastes, qui expriment une forte densité de 
récepteur (Figure 34). L’affinité apparente (avidité) d’A24 devient alors plus importante que celle de 
la transferrine et empêche la fixation de celle-ci sur son récepteur (Moura et al., 2004b).  
 
 
Figure 34 : Compétition entre A24 et la Fe-Tf dans la liaison au RTf1 ((Moura et al., 2004b) et pour 
revue (Callens et al., 2008)) 
Des expériences de résonance plasmonique de surface ont été réalisées afin de déterminer les 
propriétés de liaison d’A24 et du Fe-TF sur le RTf1 
A- Lors d’une faible densité de récepteur à la surface, la liaison du Fe-Tf est favorisée. 
B- Lors d’une densité importante de RTf1, le taux de dissociation (Koff) du complexe A24/RTf1 est 6 




Nous avons également précédemment montré que la fixation d’A24 sur le RTf induit une 
endocytose du récepteur vers les compartiments lysosomiaux (Lepelletier et al., 2007). Les cellules 
traitées par A24 présentent ainsi une diminution drastique du nombre de récepteurs à la surface, qui 
peut atteindre jusqu'à 90% des récepteurs. En conséquence, les cellules ont une réduction très 
importante de leur capture du fer. Cette privation en fer semble être le mécanisme majeur impliqué 
dans l’apoptose, par la dépolarisation de la membrane de la mitochondrie, des cellules ciblées. Nos 
résultats, indiquant qu’A24 induit l’activation des voies PI3K/AKT et ERK1/2, ne sont qu’en apparente 
contradiction avec les propriétés précédemment décrites de l’anticorps. En effet, ces voies sont 
activées à des temps très précoces (3 à 10 minutes) précédant l’internalisation du récepteur. Ainsi, 
A24 ne peut être évalué in vitro et in vivo comme un agent modulant positivement l’érythropoïèse, 
mais permet de montrer que la stimulation spécifique du RTf1 induit des voies de signalisation.  
Nous avons aussi testé l’impact de la liaison du principal ligand du RTf, la transferrine, sur les voies 
d’activation. Pour cela, nous avons dû priver les cellules de transferrine, mais non de fer, en leur 
ajoutant du fer libre soluble. La stimulation du RTf1 avec la Fe-Tf a provoqué une activation de la voie 
PI3K/AKT, mais pas de la voie ERK1/2. Les mécanismes précis expliquant cette différence de 
« pattern » d’activation entre la Fe-Tf et les anticorps (pIgA1 et A24) ne sont pas élucidés. La 
présence ou l’absence de différentes molécules transductrices, selon le ligand qui se fixe au 
récepteur (ligand monovalent versus di-ou polyvalent), pourrait expliquer ces différences. Selon cette 
hypothèse, la liaison d’un anticorps au RTf1 provoquerait une agrégation du récepteur, qui faciliterait 
l’activation des voies de signalisation. Il existe des données dans la littérature décrivant des fonctions 
différentes des récepteurs selon leurs degrés d’agrégation. Concernant les IgA1, ce phénomène 
d’agrégation a été décrit au niveau du FcαRI (Pasquier et al., 2005). Le FcαRI est le seul récepteur aux 
IgA1 exprimé sur les cellules myéloïdes incluant les monocytes/macrophages, les cellules 
dendritiques, les cellules de Kupffer, les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles (Monteiro and 
Van De Winkel, 2003). Le FcαRI peut s’associer avec la sous-unité FcRγ, qui contient des motifs ITAM 
(« immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») au niveau de sa partie intra-cytoplasmique. En 
absence d’agrégation, la liaison du FcαRI par des IgA1 monomériques ou un anticorps anti- FcαRI 
inhibe les réponses activatrices des récepteurs  aux IgG (FcγR) et aux IgE (FcεRI). Ce mécanisme 
inhibiteur implique le recrutement de la tyrosine phosphatase SHP-1 au niveau du récepteur et la 
diminution des phosphorylations de Syk, LAT et ERK1/2. A l’opposé, la stimulation du FcαRI par un 
ligand multimérique provoque l’activation cellulaire, par augmentation de la phosphorylation de Syk 
et inhibition de la liaison de SHP-1 (Pasquier et al., 2005). Dans notre cas, les IgA1 monomériques se 
lient très faiblement au RTf1 et n’induisent pas l’activation de voies de signalisation. Par contre, les 
mIgA1 agrégées avec des anti-IgA1 sont capables d’induire les voies de signalisation PI3K/AKT et 
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ERK1/2 (expériences non montrées). Afin de vérifier si l’agrégation du RTf1 peut induire des voies de 
signalisation, nous avons construit une protéine chimérique, constituée du RTf1 fusionné avec un 
domaine de liaison à la streptavidine au niveau de sa partie C-terminale (expériences réalisées en 
collaboration avec Meetu Tiwari). Ainsi, l’expression cette protéine de fusion dans des cellules 
exprimant de faibles taux de RTf1, puis sa stimulation avec de la streptavidine pourraient apporter un 




Figure 35 : Schéma d’agrégation de RTf1 chimériques possédant un domaine de liaison à la 
streptavidine à leur extrémité  
L’objectif de cette expérience est de vérifier si l’agrégation du récepteur induit l’activation de voies 
de signalisation.  
 
En résumé, il nous reste à définir les modalités d’activation du RTf1 tant au niveau de la liaison 
de ses ligands, qu’au niveau intracytoplasmique, par la découverte des molécules effectrices. 
 
3  Erythropoïèse chez les patients déficitaires en IgA 
 
Le déficit sélectif en IgA (DIgA) est le déficit immunitaire commun le plus fréquemment 
retrouvé dans la population, avec une prévalence variable selon les études (1 cas pour 500 à 700 
personnes de type caucasien) et probablement sous-estimée du fait de signes cliniques frustres 
((Clark et al., 1983) pour revue voir (Schaffer et al., 1991)). La fréquence de la pathologie est plus 
importante chez les hommes que chez les femmes (Weber-Mzell et al., 2004), et variable selon 
l’origine de l’individu. Le DIgA est caractérisé par une concentration sérique d’IgA inférieure à 0,07 
g/l, associée à un taux normal d’IgG et d’IgM (Conley et al., 1999). De nombreuses études in vitro 
suggèrent que la baisse de production d’IgA serait causée par un blocage dans la maturation des 
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cellules B à IgA (Briere et al., 1994; Cassidy et al., 1979), bien qu’un défaut de commutation de classe 
ait aussi été évoqué (Islam et al., 1994). Récemment, une étude a montré que l’ajout de IL-21 sur des 
cellules mononuclées de patients atteints de DIgA permet la différenciation de celles-ci en 
plasmocytes et la restauration de la production d’IgA (Borte et al., 2009). Les patients atteints de 
DIgA sont souvent asymptomatiques. Les manifestations cliniques, lorsqu’elles sont présentes, sont 
variables et ont pour cause, l’immunosuppression (infections à répétition), l’atopie (rhinite, asthme, 
urticaire…) ou, le plus fréquemment, l’auto-immunité (hypothyroïdisme, maladie cœliaque, lupus 
érythémateux disséminé, purpura d’Henoch- Schönlein). Les patients atteints de DIgA ne présentent 
pas de manifestations hématologiques, hormis celles pouvant être liées à un problème d’auto-
anticorps, comme le purpura thrombopénique idiopathique (PTI) ou l’anémie hémolytique auto-
immnune (AHAI). Bien qu’il n’y ait aucun argument en faveur de cette hypothèse dans la littérature, 
nous nous sommes tout de même demandé si l’absence d’IgA1 dans le sérum de patients DIgA 
pouvait avoir un impact sur l’érythropoïèse. Pour cela, nous avons substitué le sérum de nos cultures 
primaires d’érythroblastes par des sérums de patients de DIgA, ce qui a provoqué une baisse de 
prolifération associée à une apoptose massive des érythroblastes. L’ajout de pIgA1 a permis de 
rétablir la croissance et la survie des érythroblastes en condition sous-optimale d’Epo. Nous avons 
vérifié que les patients, dont nous avions pris les sérums, n’étaient pas anémiques au moment du 
prélèvement, et retrouvé des taux sériques d’Epo plus élevés chez ceux-ci. Cette constatation reste à 
être vérifiée sur un nombre plus élevée de patients, mais nous faisons l’hypothèse que les patients 
DIgA contre-balancent leur déficit en pIgA1 par un taux sanguin plus important d’Epo et, ainsi, ne 
développent pas d’anémie. Il semblerait donc que la synthèse d’Epo soit modulée par les pIgA1, 
selon un mécanisme à l’heure actuelle totalement inconnu. Il serait intéressant de voir si les pIgA1 
ont une action directe sur les fibroblastes rénaux de la jonction cortico-médullaire qui synthétisent 
l’Epo, ou si elles modulent l’expression des protéines régulatrices de l’Epo (stabilisation du complexe 
HIF, dégradation de pVH…). D’autre part, il serait intéressant d’étudier plus précisément 
l’érythropoïèse chez ces patients, afin de voir si les érythroblastes présentent des propriétés 






4 Régulation de la production des pIgA1 en situation 
d’hypoxie 
 
Enfin dans ce mémoire, je montre que le taux d’IgA1p est plus élevé dans la moelle que dans 
le sérum de volontaires sains et que les taux d’IgA1p sont plus élevés chez des patients soumis à une 
hypoxie. L’hypoxie est un élément clé dans la régulation de l’érythropoïèse. En effet, les cellules 
rénales sont fortement sensibles à la pression en oxygène et vont produire plus d’érythropoïétine 
lorsque la pO2 est diminuée. Ainsi, chez les personnes soumises à une situation hypoxique (montée 
en altitude, pathologies respiratoires comme les broncho-pneumopathies chroniques obstructives ou 
les syndromes d’apnée du sommeil…), il est observé une forte augmentation des taux 
d’érythropoïétine. Cependant, ces taux diminuent rapidement alors que l’hématocrite est maintenu, 
laissant suggérer que d’autres facteurs que l’érythropoïétine interviennent dans la stimulation de 
l’érythropoïèse. Nos résultats laissent penser que les pIgA1 pourraient être un de ces facteurs 
permettant le maintien de l’érythropoïèse, lorsque les taux d’érythropoïétine sont diminués. Il nous 
reste maintenant à caractériser les mécanismes de l’augmentation des IgA1p lors de l’hypoxie. Nous 
souhaiterions par exemple évaluer si, en situation d’hypoxie, il existe une orientation de la 
production des immunoglobulines par les plasmocytes vers les pIgA1. Une étude chez l’homme 
semble étayer cette hypothèse (Meehan et al., 1988). En effet, un protocole de l’armée américaine a 
étudié les paramètres hématologiques et immunologiques de 8 volontaires sains, placés pendant 28 
jours dans un caisson hyperbare correspondant à une montée en altitude à 7620 mètres. Les bilans 
réalisés ont montré en condition d’hypoxie, une augmentation des taux sériques d’IgA et d’IgM mais 
pas d’IgG, ainsi qu’aucune variation des IgA sécrétoires recueillies dans des secrétions nasales. Le fait 
que l’augmentation des concentrations d’immunoglobulines ne concerne que les IgA et les IgM 
sériques laisse penser à une modulation de la chaine J en condition d’hypoxie. 
Le gène de la chaine J est « exprimé » uniquement dans les lymphocytes B totalement 
différenciés en plasmocytes (Koshland, 1983). La protéine est incorporée dans les pentamères d’IgM 
et les dimères ou polymères d’IgA, juste avant la sécrétion de ceux-ci par les plasmocytes (Johansen 
et al., 2001; Niles et al., 1995). Le promoteur de la chaine J est très peu étendu et doit coopérer avec 
son enhancer pour transcrire le gène de façon efficace (Kang et al., 1998; Lansford et al., 1992). 
L’enhancer agit sur éléments régulateurs du promoteur en interagissant avec des facteurs de liaison 
ou leurs co-facteurs. Ces interactions enhancer-promoteur facilitent l’assemblage d’un complexe de 
préinitiation de transcription sur le promoteur (Carey, 1998). Une étude récente, portant 
spécifiquement sur l’activité enhancer-promoteur de la chaine J, a montré qu’uniquement MEF-2 et 
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PU-1 peuvent se lier au promoteur, et que l’abolition des sites de liaison à ces facteurs inhibe 
l’activité du promoteur (Lim et al., 2009). Dans notre cas, il serait intéressant de savoir si le complexe 
enhancer-promoteur de la chaine J peut être régulé par l’hypoxie. Il n’existe pas d’HRE au niveau de 
ces régions, ce qui exclut l’action directe de HIF sur l’expression de la chaine J. D’autre part, MEF-2 et 
PU-1 ne sont pas cités dans la littérature comme étant régulés par l’hypoxie. C’est pourquoi, nous 
nous intéressons à un facteur de croissance impliqué dans la commutation de classe des IgA et 
modulé par l’hypoxie, comme le transforming growth factor-β (TGF-β).  
Le TGF-β est protéine pléïotropique largement conservée à travers les espèces, qui possède trois 
isoformes TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 ayant le même effet sur les cellules immunitaires in vitro. Le TGF-
β, par sa liaison à l’un de ses nombreux récepteurs serine/thréonine kinases, active la voie des SMAD 
qui migrent dans le noyau et permettent la régulation transcriptionnelle de gènes cibles. Le TGF-β 
possède un rôle unique dans la production des IgA, et les souris présentant un blocage de la 
signalisation du TGF-β dans la lignée B sont pratiquement dépourvues d’IgA (Cazac and Roes, 2000). 
En effet, le TGF-β induit la commutation de classe vers les IgA par augmentation des transcrits 
germinatifs α, du fait de la présence au niveau de leur promoteur de motifs de réponse au TGF-β (Lin 
et al., 1991; Shockett and Stavnezer, 1991). La production de TGF-β est modulée par l’hypoxie, mais 
semble varier selon les isotypes. Le TGF-β3 a des HRE en amont de son gène (Schaffer et al., 2003), ce 
qui ne semble pas être le cas du TGF-β1, bien que l’expression de celui-ci soit induite 
(Leungwattanakij et al., 2003; Norman et al., 2000) inchangée (Scheid et al., 2000; Zhang et al., 
2003a) par l’hypoxie selon le type cellulaire. Au niveau endothélial, l’hypoxie induit la production de 
TGF- β2 par activation des smads (Zhang et al., 2003a). 
Afin d’évaluer les variations de proportion de pIgA1 parmi les IgA1 totales en condition d’hypoxie, 
nous souhaitons différencier in vitro des lymphocytes B en plasmocytes en conditions de normoxie et 
d’hypoxie pour étudier les variations de sécrétion de pIgA1. D’autre part, nous proposons d’évaluer 
la régulation de l’activité du promoteur de la chaine J par la technique du gène rapporteur luciférase 
en conditions de normoxie et d’hypoxie, ainsi qu’en présence ou non de TGF-β. Les IgA murines étant 
toutes polymériques, l’étude de variation de proportion semble impossible. Néanmoins, les 






5 Rôle de la liaison RTf1/pIgA dans d’autres modèles 
physiopathologiques ?  
 
Le travail que j’ai effectué lors de ma thèse concerne la régulation positive de l’érythropoïèse 
par les pIgA1. Nous nous sommes intéressés aux érythroblastes, car ce sont les cellules 
physiologiques qui expriment fortement le RTf1 et nous avons montré que l’activation du RTf1 
amplifie les voies de signalisation induites par les deux principaux récepteurs à facteurs de croissance 
situés sur les érythroblastes. Il serait de intéressant d’évaluer si cet aspect régulateur du RTf1, via la 
liaison des pIgA1, peut être élargi à d’autres types cellulaires physiologiques exprimant le RTf1, 
comme les lymphocytes T activés, les cellules dendritiques. Au niveau pathologique, nous 
souhaiterions savoir si le RTf1 joue un rôle oncogénique au-delà de son rôle dans l’entrée du fer sur 
les cellules tumorales. En effet, comme cela a largement été décrit, les cellules tumorales à fort 
potentiel prolifératif expriment fortement le RTf1 (Faulk et al., 1980). D’autre part, un grand nombre 
de cellules tumorales expriment des récepteurs à tyrosines kinases responsables d’activation 
anormales de voies de signalisation cellulaires. Par exemple, dans les leucémies aigues myéloïdes 
(LAM), il est retrouvé des mutations essentiellement sur les récepteurs à tyrosine kinase de classe III 
(C-Kit, PDGF-R, FLT3) et le MCSF-R. Le récepteur FLT3 est activé de façon constitutive dans 40% des 
LAM suite à des duplications internes dans la région juxta-membranaire ou, plus rarement, à des 
mutations dans le site catalytique. Ces mutations sont associées à un pronostic péjoratif (Gilliland 
and Griffin, 2002). Le récepteur C-Kit est exprimé dans 85% des LAM. Des mutations conduisant à son 
activation constitutive sont rarement retrouvées dans les LAM (<5%) à la différence de certains 
cancers et en particulier, les tumeurs gastro-intestinales stromales (GIST) et les mastocytoses. Il 
serait intéressant de savoir si la présence de pIgA1 à proximité de certaines tumeurs ou de blastes 
permet une prolifération accrue des cellules tumorales par amplification des voies de signalisation ou 
s’il existe des mutations activatrices du RTf1, comme je l’évoquais dans les PV et les 
érythroleucémies. D’autre part, la proportion de pIgA1 par rapport à la quantité totale d’IgA1 n’a 
toujours été étudiée que chez des volontaires sains et il serait intéressant de voir si celle-ci est 
dérégulée chez des patients atteints de pathologies tumorales, en particulier celles d’origine 
médullaires (myélodysplasies, myélofibroses, etc…).  
 
En conclusion, ce travail met en évidence un nouveau mécanisme d’action, consécutif au ciblage 
du RTf1 dans le traitement de l’anémie. La stimulation du RTf1 par les pIgA1 permet une 
récupération plus rapide de l’anémie aiguë par sensibilisation des érythroblastes à l’Epo. Au vu de ces 
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résultats, nous pouvons penser que des agonistes du RTf1 pourraient constituer une nouvelle classe 
d’agents stimulateurs de l’érythropoïèse. Ainsi, le RTf1 ne doit plus être considéré comme simple 
molécule de transport du fer lié à la transferrine, mais comme un récepteur impliqué dans la 
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Eric Solary, Carmen Garrido et Olivier Hermine. 
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Contexte du travail: 
GATA-1 est le facteur de transcription principal de la différenciation érythroïde terminale car il active 
l’expression de protéines majeures pour les érythroblastes (R-Epo, α et βglobine…) et régule 
positivement la protéine anti-apoptotique Bcl-XL. Au cours de la différenciation érythroïde, la 
caspase-3 est transitoirement activée, ce qui permet le clivage de protéines impliquées dans 
l’intégrité du noyau (Lamine B) ou la condensaion de la chromatine (Acinus). Cependant l’apoptose 
n’est pas induite et GATA-1, bien que co-localisant avec la caspase-3, n’est pas clivée. Ce travail décrit 
le mécanisme de protection de GATA-1 du clivage par la caspase-3 au cours de la différenciation 
érythroïde terminale.  
 
Résultats: 
Ce travail montre que la protéine chaperonne Hsp70 protège les érythroblastes de l’apoptose 
cellulaire dépendante des caspases en se fixant au facteur de transcription GATA-1. La localisation 
subcellulaire de cette protéine est dépendante de l’Epo. En présence d’Epo, Hsp70 s’associe à GATA-
1 dans le noyau, le protégeant ainsi du clivage par la caspase-3. En absence d’Epo, il y a export 
nucléaire d’Hsp70 et clivage de GATA-1. Dans ce modèle, l’Epo détermine le devenir des 
érythroblastes (apoptose versus différenciation) en aval de l’activation de la caspase-3 en régulant la 
localisation subcellulaire d’Hsp70. 
 
Perspectives: 
Il reste, à l’issue de ce travail, à déterminer quels sont les mécanismes moléculaires qui sous-tendent 
la localisation cellulaire d’Hsp70. D’autre part, il est intéressant de savoir s’il existe des anomalies 
d’expression ou de localisation d’Hsp70 dans des pathologies érythroïdes comme les syndromes 







































































Prevention of Mantle Lymphoma Tumor Establishment by Routing 
Transferrin Receptor toward Lysosomal Compartments 
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Dussiot, Michelle Arcos-Fajardo, Cédric Baude, Danielle Canionni, Richard Delarue, Nicole Brousse, 
Philippe Benaroch, Marc Benhamou, Vincent Ribrag, Renato C. Monteiro, Ivan C. Moura, et Olivier 
Hermine. 
Cancer Research 2007; 67: (3). February 1, 2007 
 
Contexte du travail: 
Le RTf permet l'entrée cellulaire du fer associé à la transferrine via un processus d'endocytose. Ce 
processus est le principal mécanisme d’entrée du fer dans la cellule. Différentes études montrent 
que les cellules tumorales à haute capacité proliférative expriment plus fortement le RTf et sont plus 
sensibles à la privation en fer que leurs homologues non tumoraux. C'est pourquoi le RTf constitue 
une cible attractive en thérapie anti-tumorale. Le laboratoire a développé un anticorps anti-RTf et 
étudié son efficacité dans la leucémie/ lymphome T de l'adulte liée au virus HTLV1 (ATL){Moura, 2004 
#307}. Dans cette étude, l’efficacité d’A24 est testée dans les lymphomes du manteau, qui sont des 
pathologies agressives de mauvais pronostic  
 
Résultats: 
Dans cette étude, l’effet de l’anticorps anti-RTf1 A24 a été évalué dans le lymphome du manteau. 
Nous avons montré que les cellules du lymphome du manteau expriment d’autant plus le RTf que la 
tumeur est agressive. Dans un modèle de xénogreffe chez la souris, par implantation sous-cutanée de 
cellules lymphomateuses, A24 a montré une efficacité importante en prévention primaire puisqu’une 
seule injection de cet anticorps (40 mg/kg) prévient complètement l’apparition de la tumeur. Chez 
les souris présentant une tumeur préalablement installée, l’administration d’A24 réduit de façon 
drastique la croissance tumorale, ce qui est associé à une augmentation significative de la survie des 
souris. La fixation d’A24 sur le RTf induit une endocytose du récepteur vers les compartiments 
lysosomiaux où celui-ci est dégradé. Les cellules traitées par A24 présentent ainsi une diminution 
drastique du nombre de récepteurs à la surface. En conséquence, les cellules ont une réduction très 
importante de leur capture du fer. A24 pourrait donc être un agent thérapeutique prometteur dans 
165 
 
les lymphomes du manteau, seul ou associé à d’autres anticorps monoclonaux (rituximab) et/ou aux 
chimiothérapies conventionnelles.  
 
Perspectives: 
Les propriétés anti-tumorales d’A24 doivent être évaluées sur d’autres hémopathies et 
éventuellement sur les cellules souches leucémiques qui sont des cellules difficilement atteinte par 
les thérapies conventionnelles. D’autre part, des tests de toxicité ont été effectués chez le singe 
montrant une innocuité du produit notamment au niveau médullaire. Enfin, l’humanisation de cet 
anticorps est en cours de développement. L’aboutissement de ces études devrait nous fournir  des 
bases solides pour la mise en œuvre d’essais cliniques chez l’homme en monothérapie ou en 
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Contexte du travail: 
Les érythroleucémies (LAM6 dans la classification FAB) sont des maladies rares et de mauvais 
pronostic du fait d’une importante chimiorésistance. Un modèle d’oncogénèse à deux étapes 
suggère que la transformation leucémique proviendrait de deux événements moléculaires 
synergiques, l’un induisant un arrêt de différenciation par des anomalies moléculaires de facteurs de 
transcription et l’autre provoquant une survie et une prolifération anormale liées à l’activation 
constitutive de kinases. Ce concept a été récemment décrit dans un modèle murin d’érythroleucémie 













) et montré l’absence de toute anomalie sur les facteurs de transcription (tels que GATA-
1 et PU-1), ainsi que sur les tyrosines kinase (comme JAK-2 et C-Kit). 
 
Perspectives: 
La recherche de ces anomalies devrait être étendue à d’autres patients atteints de LAM6, mais la très 
faible fréquence de cette pathologie rend le recrutement difficile. D’autre part, nous avons testé 
l’anticorps anti-RTf1 A24 sur les blastes de ce patient qui a montré une très bonne efficacité avec 




) dès 24 heures de traitement (données non 















Targeting iron homeostasis induces cellular differentiation and synergizes 
with differentiating agents in acute myeloid leukemia 
 
Céline Callens, Jérome Naudin, Séverine Coulon, Isabelle Radford-Weiss, Nicolas Boissel, Emmanuel 
Raffoux, Pamella Huey Mei Wang, Vahid Asnafi, Philippe Dessen, Danielle Canioni, Olivia Chandesris, 
Marie Therese Rubio, Marc Benhamou, Hervé Dombret, Elizabeth Macintyre, Renato C. Monteiro, 
Ivan C. Moura et Olivier Hermine. 
Article en révision 
 
Contexte du travail: 
Les leucémies aigües myéloblastiques (LAM) constituent un groupe hétérogène d’hémopathies 
malignes caractérisées par l’expansion clonale de cellules immatures (blastes) appartenant à la lignée 
myéloïde bloquées dans leur différenciation. Ce sont des pathologies graves où de nouvelles 
thérapies ciblées sont très attendues du fait du fort taux de rechute. Le ciblage de l’homéostasie du 
fer semble être une approche attractive du fait des résultats précédents du laboratoire avec 
l’anticorps anti-RTf A24 dans d’autres hémopathies et d’études publiées sur l’activité anti-tumorale 
des chélateurs en fer. 
 
Résultats : 
Ce travail montre que la privation en fer (par l’utilisation de chélateurs de fer (deferoxamine (DFO), 
ou Deferasirox), ou par un anticorps anti-RTf1) induit la différenciation de cellules immatures de la 
lignée myéloïde (blastes de LAM ou précurseurs issus de sang de cordon) en cellules de la lignée 
monocytaire. Cet effet est amplifié quand cette thérapie est associée à un autre agent différenciant, 
la vitamine D3 (VD). Lors de l’étude du transcriptome des gènes induits par la privation en fer et par 
la VD, il a été observé que 30 % des gènes induits par la privation en fer l’étaient aussi par la VD et 
concernaient, entres-autres, des marqueurs monocytaires ainsi que les gènes c-fos et c-jun. La 
privation en fer agit en coopération avec la VD via l’activation de la voie des MAPK (p38 et JNK) et en 
augmentant le nombre de récepteur à la VD à la surface des cellules traitées. Des expériences de 
xénogreffe chez la souris NUDE ont montré une efficacité accrue de la combinaison DFO/VD par 
rapport au DFO seul sur la croissance tumorale. Enfin, l’association deferasirox/VD a été testée chez 
un patient atteint de LAM et réfractaire aux chimiothérapies classiques et a permis l’obtention d’un 
nombre élevé de monocytes dans la circulation sanguine dont certains présentaient l’anomalie 





Cette étude montre l’importance de la teneur en fer de l’environnement médullaire dans la 
détermination de la différenciation de la lignée myéloïde vers la lignée moncytaire/macrophagique 
ou la lignée granuleuse. L’effet différenciant de la privation en fer vers la lignée 
monocytaire/macrophagique est amplifié par la vitamine D. Ainsi, l’association VD/ chélateur semble 
constituer une alternative thérapeutique dans le traitement des LAM, dont le pronostic reste encore 
médiocre à l’heure actuelle. Cette étude fait l’objet du travail de thèse de M
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Differentiating agents have been proposed to overcome the impaired cellular differentiation in 
AML. However, this strategy has been successful only in AML3 (APL) by the combination of all-
trans retinoic acid (ATRA) or arsenic trioxide (As2O3) with chemotherapy. Here we show that iron 
homeostasis is an effective target in the treatment of non-APL AML. Iron homeostasis-targeting 
therapy induced the differentiation of leukemia blasts and normal bone marrow precursors into 
monocytes/macrophages. An analysis of gene expression patterns revealed that 30% of the most 
significant genes induced by iron homeostasis-targeting therapy are also genes targeted by vitamin 
D3 (VD). Iron chelating agents acted synergistically with VD through the activation of MAPKs both 
in vitro and in vivo. These agents also induced a 4-fold increase in the expression of the vitamin D 
receptor (VDR) and an over 1,000-fold increase in the expression of genes regulated by VDR. This 
new therapeutic strategy was used in one AML patient who was refractory to chemotherapy. This 
resulted in reversal of patient’s pancytopenia, reduced blasts counts and induced tumor cells 
differentiation. We propose that iron availability modulates myeloid cell commitment. Targeting 
this new cellular differentiation pathway in association with differentiating agents opens a new 






Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous malignant disorder originating from mutations in 
progenitor cells that lead to the unrestrained proliferation of undifferentiated myeloblasts (1). Our 
understanding of the molecular events leading to AML is constantly in progress, and there is a 
general consensus that AML leukemogenesis occurs as a multistep process (2, 3). These processes 
are broadly classified into two groups: gene alterations that confer a proliferative and/or survival 
advantage to hematopoietic progenitors (e.g., RAS, FLT3 or KIT mutations) and mutations in 
transcription factors, or transcriptional co-activators (e.g., CEBPα, NPM1) that affect hematopoietic 
differentiation (4, 5). These later mutations most frequently occur as chromosomal translocations, 
but point mutations that affect hematopoietic differentiation have also been described. 
The potential of the currently available chemotherapies to treat AML has probably reached its limit 
(1, 6). Based on the emerging knowledge of the biology of AML, new therapeutic approaches need to 
be developed to interrupt proliferation, induce apoptosis and/or override the differentiation block.  
Iron is required as a cofactor for a number of critical cellular enzymes involved in energy metabolism 
and cell proliferation and therefore is essential for all living cells. The transferrin receptor 
(CD71/TfR1) is an evolutionarily-conserved receptor that is essential for the uptake of iron in 
mammalian cells (7-9). Cancer cells overexpress TfR1 and are more sensitive to iron depletion than 
their normal counterparts (10, 11). TfR1 is a validated target for anti-cancer therapy using both 
monoclonal antibodies (mAb) and drug-conjugated transferrin (12, 13). We have previously 
characterized an anti-TfR1 antibody (mAbA24) that exhibits potential activity as a therapeutic anti-
cancer agent. A24 (14) specifically binds to TfR1
high
 cells, competes with iron-loaded transferrin (Fe-
Tf) for receptor binding and induces receptor endocytosis and degradation, thereby drastically 
impairing iron uptake (15-17). Iron chelators have also been proposed for several years as an 
alternative anti-cancer therapy and effectively induce cell growth arrest and apoptosis in cancer cells 
in vitro and in vivo (18-21). However, the molecular mechanisms underlying the anti-tumor effect of 
iron-chelating therapeutic approaches remain to be fully elucidated (22, 23). We aimed to 
characterize these mechanisms and to validate their potential value in AML therapy. 
Here we show in vivo, in vitro and ex-vivo that targeting iron homeostasis (using both monoclonal 
antibodies against the transferrin receptor and iron chelators) induces blasts differentiation towards 
the monocyte lineage in non-APL AML subtypes. Importantly, the combination of both iron chelation 
and Vit D had a synergistic effect and improved the activation of MAPK pathway which is implicated 
in cell differentiation and particularly in monocytic differentiation. Finally, we provide data, in the 
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form of a case report, showing the efficacy of this combination in the induction of tumor cells 
differentiation in an AML patient. This study provides the proof of concept for the use of 




RESULTS AND DISCUSSION 
 
 Targeting of iron homeostasis induces AML cell differentiation  
To gain new insights about the molecular mechanisms involved in the anti-tumor effect induced by 
iron-chelating therapeutic approaches we sought to identify genes that are affected by both iron 
chelators (deferoxamine (DFO) and deferasirox (DFX)) and by impairment of Fe-Tf uptake by blocking 
TfR1 function (using the anti-TfR mAb A24 (15-17)). We hypothesized that following this strategy 
would decrease the probability to identify irrelevant genes that could be related to off-target effects 
of iron-deprivation therapies. We decided to focus our first studies in a cell line (HL60) to avoid 
heterogeneity in the data related to the multiple genetic events that have been implicated in AML 
oncogenesis in individual patients. An analysis of the collected data revealed that 105 genes were 
modulated by the three different agents (Figure 1a and supplementary table 1). Among these genes, 
several were related to cell differentiation. Markers of monocytes or activated macrophages were 
up-regulated by both iron chelators and by the anti-TfR antibody whereas markers of granulocyte 
differentiation were down-regulated by the iron-deprivation agents (Figure 1b).  
We further tested the ability of iron deprivation to override the blockage of cell differentiation in 
AML. In AML cell lines, the monocyte differentiating agent VD induces the monocyte markers CD14 
and CD11b. These markers were also induced by iron deprivation using the A24 mAb, DFO or DFX 
(Figure 1c and supplementary Figure 1a). The induction of cell surface markers was accompanied by 
the characteristic cytological modifications of monocytes: iron deprivation induced cytoplasm 
enlargement and the loss of both cytoplasmic basophilia and azurophilic granules (Figure 1d and 
supplementary Figure 1b). The up-regulation of differentiation marker expression was abrogated 
when the cultures where supplemented with an excess of soluble iron, confirming that the primary 
origin of the monocytic differentiation program is dependent on iron availability (Figure 1e).  
We next investigated whether cells from AML patients could also be induced to differentiate upon 
iron deprivation. Fresh AML blasts from different AML subtypes were isolated at the time of 
diagnosis (please refer to supplementary table 2 for the complete list of subtypes and biological 
parameters for the patients used in this study) and were cultured in the presence of mAb A24 and 
DFO. CD14 and CD11b expression was consistently up-regulated in the treated cultures, indicating 
that blasts from different AML subtypes, even if heterogeneous in the oncogenic events leading to 
the arrest of differentiation (1), are susceptible to  differentiation therapy based on iron deprivation 
(Figure 1f). Furthermore, in vitro dose-range studies showed that differentiation was accompanied by 




 Targeting of iron homeostasis induces primary progenitors differentiation towards the 
monocyte lineage  
In order to verify that iron homeostasis plays a role in the differentiation of granulocytes and 
monocytes, we tested the effect of iron deprivation on primary hematopoietic progenitors. Primary 
CD34
+
 cells were cultured in semisolid medium supplemented with pluripotent cytokines in the 
presence or absence of iron deprivation agents (iron chelators or anti-TfR1). Treatment with the iron 
chelators resulted in an increased number of CFU-M colonies to the detriment of growth of CFU-G 
colonies, suggesting that chelating iron from hematopoietic precursors induces commitment toward 
the monocyte lineage over the granulocyte lineage (Figure 2a and 2b). However, iron chelation did 
not change the total number of colonies (data not shown). In liquid culture, iron deprivation did not 
affect cord blood cell proliferation (Figure 2c), but rather altered their commitment toward the 
monocytic lineage. Likewise, there was a consistent up-regulation of genes coding for transcription 
factors specific for the monocyte lineage, such as HOXA10, EGR1 and MafB (2, 24-26) (Figure 2d). The 
cytological evaluation of the cultures confirmed that the monocyte cell number was higher in iron-
poor cultures (Figure 2e). Therefore, in the bone marrow niche, iron availability could be an 
important factor in determining whether a hematopoietic progenitor cell differentiates into a 
monocyte or a granulocyte.  
 
Cell differentiation induced by iron deprivation is dependent on the activation of the MAPK 
pathway and shares high similarity with the differentiation agent vitamin D3 
The current treatment modality for the induction of a terminal differentiation program in AML is the 
use of differentiating agents combined with chemotherapy to treat Acute Promyelocytic Leukemia 
(APL/AML3) (27-29). The use of all-trans-retinoic acid (ATRA) with chemotherapy was a major 
breakthrough in leukemia therapy because it dramatically improved the prognosis of APL patients 
from poor to a complete remission in 75-80% of patients (30). Like ATRA, VD belongs to the steroid 
superfamily. VD associates with its cognate receptor (VDR) to form a heterodimer with the retinoid X 
receptor (RXR). This complex then binds to the VD responsive element (VDRE), thereby inducing 
changes in gene transcription. VD also activates the MAP kinase (MAPK) pathways to modulate the 
transcription of genes implicated in cell differentiation. Encouraging clinical trials have suggested that 
VD could be effective as a differentiating agent in the treatment of AML, but the hypercalcemia that 
occurs as a side effect of VD treatment has limited its use (31-33). 
By comparing the pattern of genes induced by VD and iron-chelating agents in a non-supervised 
analysis, we found a high similarity among the differentially expressed genes: of the 105 genes that 
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were modulated by iron deprivation, 30 were also modified by treatment with VD (Figure 3a and 
supplementary Table 3). This finding underscores the potential similarities between both 
differentiation approaches. Both VD and the iron-chelating agents up-regulated monocyte markers 
and down-regulated neutrophil markers (Figure 3b). The JUN kinase pathway (JNK) is a major MAPK 
pathway that has been implicated in monocyte differentiation and has been previously shown to be 
induced by VD (34, 35).  Effectively, the c-Jun gene was induced by both VD and iron deprivation 
(Figure 3c). Moreover, transcripts coding for c-Fos and c-Jun were also up-regulated by both 
treatments (Figure 3d). Importantly, the inhibition of JNK by its specific inhibitor, SP600125, 
abrogated the differentiation induced by iron following treatment with A24 or DFO (Figure 3e). The 
different MAPK signal transduction cascades (extracellular signal-regulated kinase-ERK, JNK and p38) 
frequently converge to amplify signal transduction (36, 37). In agreement with this signal 
convergence, we found that the iron-chelating agents induced the activation of the MAPK-related 
ERK and p38 pathways, as evidenced by the phosphorylation of their molecular effectors 
(supplementary Figure 3). Moreover, the selective inhibition of the ERK and p38 pathways blocked 
cellular differentiation induced by iron deprivation (Figure 3f). However, only inhibitors of JNK and 
p38 (Figure 3g), but not of ERK (supplementary Figure 4), prevented iron deprivation–induced 
apoptosis.  
  
 VD synergizes with iron deprivation agents through the activation of the Jun pathway to 
induce cellular differentiation 
We next investigated whether the combination of iron-chelating agents and VD had a synergistic 
effect. The treatment of cells with both iron chelators and VD drastically increased the up-regulation 
of monocyte markers (Figure 4a). This could be explained by the up-regulation of VDR gene 
transcription (Figure 4b), which has been implicated in monocyte differentiation (34, 35). The 
physiological relevance of increased VDR gene expression was demonstrated by the robust increase 
in the transcription of its downstream target genes, cathelicidin (1,000-fold increase) and CYP24A 
(6,000-fold increase) (Figure 4c). The synergy is also due to the activation of the JNK pathway, 
because c-Fos and c-Jun expression was notably up-regulated by the combined treatment (Figure 4d). 
Moreover, the phosphorylation of JNK increased in response to treatment with both VD and iron 
chelation (Figure 4e). These profound modifications in gene expression were accompanied by 
morphological changes in the treated cells (Figure 4f). Therefore, the combination of iron deprivation 
and differentiating agents such as VD could reduce the side effects of combined therapy while 




 In vivo efficacy of combined iron homeostasis and vitamin D3 treatment through the 
activation of the MAPK-JNK pathway 
The efficacy of differentiation therapy was further evaluated in vivo in a mouse tumor xenograft 
model. A single dose of mAb A24 completely prevented the growth of the transplanted tumors, 
whereas treatment with DFO increased survival and decreased the tumor size (Figures 5a and 5b). 
Furthermore, the combination of VD with DFO significantly reduced tumor growth in mice (Figure 
5c). The parameters of serum iron homeostasis, such as the serum transferrin and ferritin levels, 
were significantly modified in the treated mice, an indication of iron deprivation (Figure 5d). The 
reduced tumor growth was associated with tumor cell apoptosis, features of cellular differentiation 
and MAPK phosphorylation (ERK and JNK) (Figure 5e).  
  
 Case Report  
Because both iron chelators and VD analogues are safe drugs currently used as therapies in the 
treatment of diseases other than leukemia, their effectiveness in one AML patient was evaluated. A 
69-year-old man had a recent transformation of myelodysplastic syndrome (MDS) into acute myeloid 
leukemia. Following high-dose chemotherapy, the patient remained in non-blastic aplasia. Seven 
months after the diagnosis, blasts reappeared in the blood, and treatment with an iron chelator 
(deferasirox 1 g/day) and 25-hydroxycholecalciferol (25(OH)D3) (4,000 IU/day) was initiated.  
Blast counts while progressing before therapy were decreased upon iron chelation and vitamin D 
therapy and pancytopenia was partially reversed accompanied with an increase in the monocyte 
number (Figure 6a) without inducing hypercalcemia (Figure 6b). Importantly, MGG blood smears 
revealed an increased number of differentiating cells in the monocytic lineage, suggesting that they 
were derived from the blast pool (Figure 6c). Cell sorting (Figure 6d) followed by fluorescent in situ 
hybridization (Figure 6e) analysis showed that the original trisomy found in the blasts of the patient 
was segregated with the sorted mature monocyte population, but not with lymphocytes or NK cells 
(Figure 6f), confirming that the circulating monocytes were derived from the blast pool. In addition, 
patient quality of life was improved since he could control several urogenital infections that 
otherwise would have been life threatening. These data underscore the differentiating efficiency of 
combined therapy in humans.  
Altogether these results demonstrate that iron homeostasis plays a key role in the control of cellular 
differentiation in both normal and pathological situations. In iron-poor environments, BM cells are 
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prone to differentiate into monocytes, and blasts from AML could undergo differentiation in the 
presence of iron chelators. Gene expression studies demonstrate that genes associated with cellular 
differentiation are targeted by iron deprivation, and the genes regulated by iron are highly shared 
(30% of similarity) with the genes regulated by VD. Furthermore, the combination of iron chelation 
and differentiating therapies increased AML blast differentiation. Therefore, we propose that 
therapeutic approaches based on this new concept could open new perspectives in the treatment of 
AML. Since AML incidence increases with age and since worldwide population is growing older we 
propose that the combined therapy would be particularly useful in elderly patients who are not 
eligible for bone marrow transplantation and for high dose chemotherapy. Taken together our data 
provide a new strategy for the treatment of non-APL AML. This combined therapy could be also 











Figure 1: Iron deprivation induces monocytic differentiation in AML cells 
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(a) Agilent microarray unsupervised analysis of HL60 cells following 48-h exposure to 10 µg/ml of 
anti-TfR1 antibody (mAb A24), 5 µM deferoxamine (DFO) or 3 µM deferasirox (DFX). The color 
intensity represents the ratio of expression in drug-treated compared with control cells. The relative 
overexpression and underexpression compared with controls are shown in red and green, 
respectively (left). A Venn diagram of genes induced by iron deprivation (right). The diagram shows 
that only a subset of genes (105) have a shared altered expression between the different iron 
deprivation treatments in contrast to many genes (1094) that are altered by the iron chelators, DFO 
and DFX. Genes with an intensity >50 and a p value <0.001 were considered relevant. (b) Histograms 
representing the variation (fold change relative to untreated cells) of genes expressed in 
differentiated cells. A24 and the iron chelators up-regulated monocyte/macrophage-specific genes 
and down-regulated myelocytic-specific genes. Up-regulation is represented on the positive scale, 
and down-regulation is indicated on the negative scale. (c) The fold increase of CD14 and CD11b 
expression following flow cytometry (MFI relative to untreated cells) in HL60 (dark gray) and U937 
(light gray) cells treated with A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM) for 72 h (mean ± SEM, n=3). 
(d) MGG-stained cytospins. HL60 cells: the control cells show an immature myeloblastic phenotype: a 
high nucleus-to-cytoplasm ratio, a hyperbasophilic cytoplasm and numerous azurophilic granules. 
The A24- or iron chelator–treated cells show a decrease in the nucleus-to-cytoplasm ratio, the loss of 
granules and cytoplasmic basophilia and irregular cytoplasmic contours, all typical of mature 
monocytes. Magnification: x 630. (e) CD14 expression in HL60 cells treated with A24 (continuous 
bold green line), DFO and DFX (continuous bold blue line) in the presence or absence of 5 µM FeCl3 
(discontinuous thin line) for 72 h. The filled histograms represent staining with the isotype control 
antibody. One representative experiment of three experiments is shown. (f) CD14 and CD11b 
expression in blasts from AML patients treated with A24 and DFO for 72 h. The expression of the 
differentiation markers was normalized by calculating the fold increase of the MFI relative to the 
control cells. The filled symbols represent the M0/M1/M2 AML subtypes, and the M4/M5 subtypes 















Figure 2 : Iron deprivation induces the differentiation of primary progenitors into monocytes.  
CD34+ cells cultured in the presence of a cocktail of cytokines (SCF, IL-3, G-CSF and GM-CSF) were 
treated with A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM). The ratio (a) and the fold increase (b) of 
CFU-GM and the CFU-M/CFU-G from semi-solid cultures of CD34
+
 cord blood cells treated with A24 
and iron chelators (DFO and DFX). Colonies of each lineage were counted after 14 days (mean ± SEM, 
n=3). (c)  The cell number and viability, measured using Trypan blue dye exclusion, were evaluated 
during culture. One representative experiment of three is shown. All counts were performed in 
triplicate. (d) After 48 h of culture, the mRNA expression of HOXA10, EGR1 and MAFB were 
quantified by qRT-PCR and normalized to the expression of GAPDH.(mean ± SEM, n=3). (e) 
Representative photos taken at the end of culture (day 18) are shown. Neutrophil 
polymorphonuclear cells are present in the majority of the control cultures, whereas monocytes and 
macrophages are predominantly present under iron deprivation conditions. The histograms 
represent the percentage of leukocyte populations from May-Grünwald Giemsa (MGG) colored 








Figure 3: Cellular differentiation induced by iron deprivation is dependent on the activation of the 
MAPK pathways 
(a) Hierarchical gene clustering by unsupervised microarray analysis in HL60 cells treated with VD 
(250 nM) or iron chelating agents (10 µg/ml A24, 5 µM DFO or 3 µM DFX). Only genes with a fold 
change >4 and a p value <10
-15
 are shown (left). A Venn diagram demonstrating that among the 105 
genes that were specifically induced by iron deprivation, 30 were modified by treatment with VD 
(right). (b) Histograms representing the variation of expression (fold change relative to untreated 
cells) of genes found in mature monocytes (up-regulated) or neutrophils (down-regulated) that were 
previously modified by A24 and the iron chelators; these genes are similarly regulated by VD 
treatment. Up-regulation of gene transcription is represented on the positive scale, and down-
regulation is shown on the negative scale. (c) Histograms representing fold change in c-Jun 
expression following treatment with VD or iron deprivation. (d) c-Fos and c-Jun mRNA level evaluated 
by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH mRNA in HL60 cells treated for 48 h with the 
indicated agents (A24, 10 µg/ml; DFO, 5 µM or DFX, 3 µM; mean ± SEM, n=4). (e) CD14 expression on 
HL60 cells cultured in the presence or absence of A24 or DFO (bold) and treated with a JNK inhibitor 
(SP600125) at 2.4 µM (black thin lines) or 12 µM (gray thin lines) or mock treated for 72 h. Filled 
histograms represent staining with the isotype control antibody. One representative experiment of 
three experiments is shown. (f) CD14 expression on HL60 cells cultured in the presence or absence of 
A24 or DFO (bold) and treated with a p38 inhibitor (SB203580) or a ERK inhibitor (PD98059) at 3 µM 
(black thin lines) or 10 µM (gray thin lines) or mock treated for 72 h. Filled histograms represent 
staining with the isotype control antibody. One representative experiment of three experiments is 
shown. (g) Histograms representing early and late apoptosis/necrosis using flow cytometry with 
annexin V-FITC/PI labeling. HL60 cells were cultured in the presence or absence of A24 (10 µg/ml) or 
DFO (5 µM) and treated with 2 or 6 µM JNK inhibitor (SP600125, SP), 0.5 or 1 µM p38 inhibitor 







Figure 4: VD synergizes with iron deprivation agents to activate the Jun pathway and induce 
cellular differentiation. 
(a) Flow cytometric analysis of CD14 and CD11b expression on HL60 cells treated with 10 µg/ml A24 
or 5 µM DFO (continuous thin line), with 250 nM VD (discontinuous thin line) or a combination of VD 
and iron-chelating agents (continuous bold line) for 72 h. The filled histograms represent staining 
with the isotype control antibody. One representative experiment of three is shown. (b) The VDR 
mRNA level, evaluated by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH, in HL60 cells treated for 6 h 
with the indicated agents (A24, 10 µg/ml ; DFO, 5µM; or VD, 250 nM) (mean ± SEM, n=4). (c) The 
mRNA level of Cathelicidin and CYP24A, evaluated by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH, 
in HL60 cells treated for 6 h with the indicated agents (A24, 10 µg/ml ; DFO, 5 µM; or VD, 250 nM) 
(mean ± SEM, n=4). (d) The mRNA level of c-Fos and c-Jun genes, evaluated by quantitative RT-PCR 
and normalized to GAPDH, in HL60 cells treated for 16 h with A24, DFO and VD as described above 
(mean ± SEM, n=4). (e) Serum-starved HL60 cells were incubated with A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) 
and treated with VD (250 nM) or mock treated for 30 min at 37°C. Whole-cell extracts from the 
treated cells were analyzed by immunoblot, demonstrating the increased phosphorylation of JNK 
when VD is combined with A24 or DFO. HSC70 and total ERK were used as loading controls. (f) HL60 
cells were incubated with A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) and treated with VD (250 nM) or mock 
treated for 72 h. Cytospins for the treated cells were stained with MGG. Monocytic differentiation is 
observed with the loss of granulation and basophilia, vacuole appearance and cytoplasm 








Figure 5: Anti-tumor effect of iron deprivation combined with Vitamin D in AML cells in a animal 
model  
(a) Kaplan-Meier plot of the percentage of tumor-free mice among mice treated with vehicle 
(Control), A24 (single intravenous dose of 40 mg/kg) and DF0 (20 mg five times/week) after 
subcutaneous xenograft with HL60 cells. The p value was determined using the log rank test. (b) 
Representative photographs of xenografted tumors from figure 5a. The scale bars represent 10 mm. 
(c) The tumor size measured at day 25 in xenografted mice. Individual tumor sizes are plotted. The 
bars represent the mean of each group (n=12 in the control group, n=14 in the DFO group and n=13 
in the DFO+VD group). (d) Serum ferritin and transferrin levels in xenografted mice. Twenty-five days 
after the engraftment, the mice were euthanized, and serum was collected for biochemical analysis. 
(e) Sections of tumors from mice injected with vehicle, DFO and DFO+VD were stained with 
hematoxylin and eosin (H&E) or CD11b-, p-ERK- or p-JNK-specific antibodies.  The arrowheads 








Figure 6:  Iron chelation therapy in combination with VD treatment induced blast differentiation in 
a refractory AML/MDS patient  
(a) Histograms representing the blood counts during treatment. The diagnosis and the beginning of 
the combination therapy are represented with arrowheads. (b) Plasma calcium concentration during 
the treatment. (c) MGG-stained blood cytosmears during treatment. At diagnosis, undifferentiated 
blasts were predominantly observed in MGG-stained blood cytosmears. One month after beginning 
treatment, the blasts started to present signs of monocytic differentiation, such as nuclear 
deformation, cytoplasm enlargement and the presence of vacuoles. After 3 months of treatment, 
undifferentiated blasts were replaced by “monocytoid” blasts and pro-monocytes. After 4 months, 
some monoblasts were still detected, but mature monocytes were predominantly observed. (d) The 
differentiation potential of blasts treated with combination therapy was evaluated in circulating cells 



















). The cells were further processed for cytogenetic analysis. (e) FISH analysis. 
Representative images of chromosomes 8 (green) and 12 (red) probed by fluorescent in situ 
hybridization demonstrating the trisomy 8 present in the monocytes. (f) Histogram of the percentage 
of trisomy 8 positive cells in sorted fractions from supplementary figure 8c, demonstrating that the 
monocytes, but not the lymphocytes and NK cells, originated from the blast pool.  
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MATERIALS AND METHODS 
 
Clinical samples and cell lines 
Peripheral blood cells were obtained from AML patients and healthy donors after obtaining their 
written informed consent (please refer to supplementary table 2 for additional information). 
Peripheral blood was collected at the initial diagnosis prior to the administration of treatment. 
Mononuclear cells were separated by Ficoll-hypaque (PAA laboratories) density centrifugation and 
resuspended in IMDM (Invitrogen) supplemented with 15% fetal calf serum (FCS; Hyclone), 100 
ng/ml Stem Cell Factor (SCF),10 ng/ml Interleukin 3 (IL-3) and 25 ng/ml FLT3-L (all purchased from 
R&D Systems).  The HL60 and U937 cell lines were a kind gift from J.M. Cayuela (Saint-Louis Hospital, 
Paris). Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Invitrogen) supplemented with 5% FCS and 
antibiotics. 
 
Cell treatment and proliferation assays  
Deferasirox was provided by Novartis. VP16, DFO, 25-OH-VitaminD3 (25-hydroxycholecalciferol) (VD) 
and FeCl3 were purchased from Sigma-Aldrich. The mAb, A24, was produced and purified as 
described previously (14). The inhibitors of JNK (SP600125), ERK (PD98059) and p38 (SB203580) were 
purchased from Santa Cruz Biotechnology. 
For the proliferation assays, the HL60 cell line was resuspended in RPMI-1640 medium with 5% FCS, 
whereas the patient blasts were resuspended in IMDM with 15% BIT 9500 (Stem Cell Technologies). 
The cells were plated in triplicate at 2.5×104 cells per well in 96-well tissue culture plates (Falcon). 
Proliferation was measured as described previously (16). 
 
Cytogenetic Analysis 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed using standard protocols with specific 
centromeric probes for chromosome 8 (pZ8.4) and chromosome 12 (pBR12, kindly provided by Pr M. 
Rocchi, University of Bari, Italy), using as control. 
 
RNA isolation, real-time quantitative PCR and transcriptome analysis  
Total RNA was extracted using Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel). Following DNAse treatment, 
first-strand cDNA was synthesized using SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen). Quantitative 
real-time PCR was performed using a Chromo-IV PCR System (MJ Research), and the PCR products 
were quantified using SybrGreen Technology (Jumpstart Mastermix, Sigma Aldrich). The results of 
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the real-time quantitative PCR were analyzed using the delta-delta Ct method (38).  The complete list 
of primer sequences is available in the supplementary data section, table 4.   
For the microarrays, the Agilent 44 K Whole Human Genome (G4112A) long (60
 
bp) oligonucleotide 
microarray and the dual-color analysis method were used with probes from the treated samples and 
from reference RNA that were
 
differentially labeled with cyanine 5 and cyanine 3. These microarrays
 
have 44,290 features with
 
41,000 distinct oligonucleotides belonging to 33,715 sequences
 
defined by 
their accession number. cRNA from
 
each treated sample was labeled with cyanine 3 (Cy3)-cytidine 
triphosphate
 





Reverse transcription, linear amplification, cRNA labeling
 
and cRNA purification were 
performed with the Agilent linear amplification
 
kit.  The microarray data were mainly analyzed with 
Resolver software
 
(Rosetta Inpharmatics). All data were filtered
 
to eliminate low-intensity values 
under 50 arbitrary units
 
for both colors.  
 
Tumor xenografts 
For the prevention of tumor establishment, 5×106 HL60 cells were mixed with Matrigel (1:1, V/V) and 
injected subcutaneously into 8- to 10-week-old female athymic nude mice. The mice were then 
injected i.p. with A24 (40 mg/kg on day 1), DFO (20 mg/day, 5–7 times/week), VD (1 µg, twice per 
week) or PBS as a vehicle control. The tumor growth was measured as previously described (16). 
 
Immunohistochemistry 
Serial sections (3 µm) in paraffin blocks were deparaffinized in xylene and hydrated in a graded series 
of alcohol. Staining was performed using the Lab Vision Immunohistochemical Autostainer (Lab 
Vision Corporation, Fremont, CA) with primary antibodies against CD11b (Sigma-Aldrich, 1:200), p-
ERK and p-JNK (Cell Signaling, 1:200), biotinylated anti-Ig and streptavidin-peroxidase. The antibody 
binding was developed in PBS with DAB (0.05%) and 0.003% H2O2. The images were obtained using a 
Leica microscope (DM-2000) equipped with a digital camera (DFC320, Leica) and IM50 software. 
 
Statistical analysis 
The data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analyses were performed using GraphPad 
Prism 5 software. We used the Student's t-test or the Mann-Whitney test to compare two groups, 
and multigroup comparisons were made using a one-way ANOVA followed by a post-hoc Bonferroni 
test. We used the Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn test for non-parametric 
comparisons, where indicated. To compare tumor-free animal curves, the Log-rank test was used. 
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The results were considered statistically significant at a p value less than 0.05 (*), less than 0.01 (**) 
or less than 0.001 (***). 
 
Cord blood cell cultures and methylcellulose colony-forming assays 
CD34
+
 cord blood cells were isolated by immunomagnetic separation (Miltenyi Biotech) and cultured 
in IMDM supplemented with 15% BIT 9500 (Stem Cell Technologies), SCF (100 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), 
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF, 25 ng/ml) and granulocyte macrophage-colony 
stimulating factor (GM-CSF, 10 ng/ml) for myelomonocytic differentiation (all cytokines were 
purchased from R&D Systems).  




 cells were plated in quadruplicate in semi-solid 
methylcellulose medium (H4434, Stem Cell Technologies) in the presence or absence of A24 (10 
µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM). Colonies were identified and scored at day 14 using an inverted 
microscope. 
 
Analysis of cellular differentiation and apoptosis 
Cellular differentiation was evaluated by morphology with May Grünwald Giemsa (MGG) staining and 
by the expression of CD11b (IM2581U, Beckman Coulter) and CD14 (A07765, Beckman Coulter) by 
flow cytometry (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Cell death was evaluated by using the annexin-




Whole cell extracts were prepared as described previously (Amir-Moazami et al., J Biol Chem, 2008) 
Briefly, cell pellets (1x10
7
 cells) were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and then 
resuspended in 1 ml of lysis buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
1% Triton X-100, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM h-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 µg/ml leupeptin and 1 µg/ml aprotinin). The protein concentration 
was determined using the BCA method (Pierce) and an equal amount of SDS sample buffer 
containing 150 mM Tris-HCl (pH 6.8), 30% glycerol, 3% SDS, 1.5 mg/ml bromphenol blue and 100 mM 
DTT was then added to each sample. For immunoblotting, 40 µg protein was separated in 4-12% SDS-
PAGE and transferred onto a PVDF membrane. The blots were first probed with an anti-phospho p-
ERK (Thr202/Tyr204 #4377), p-JNK (#9251) or p-p38 (#4631) antibody (all from Cell Signaling, Beverly, 
MA). The membranes were stripped, dried and probed with an antibody against total ERK (#9102 Cell 
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Signaling) or HSC70 (sc-71270) (Santa Cruz Biotechnology). The protein bands were visualized using a 
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Supplementary Figure 1. Iron deprivation induces morphological and phenotypical modifications of 
monocytic cells related to cellular differentiation.  
HL60 and U937 cells were cultured in the presence of A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM), DFX (3 µM) or VD 
(250 nM) for 72 h. (a) Flow cytometric analysis of the expression of CD14 and CD11b. A24-treated 
cells are represented by the continuous bold green line, whereas DFO- or DFX- and VD-treated cells 
are represented by the continuous bold blue line and discontinuous thin line, respectively. One 
representative overlay of three independent experiments is shown. The filled histograms represent 
staining with the isotype control antibody. (b) MGG-stained cytospins. U937 cells: the control cells 
show an immature phenotype with a high nucleus-to-cytoplasm ratio and a hyperbasophilic 
cytoplasm. In contrast, A24- or iron chelator (DFO and DFX) treated cells show a decreased nucleus-
to-cytoplasm ratio, the loss of cytoplasm basophilia and irregular cytoplasmic contours, all 
characteristics that are typical of mature monocytes. These results are similar to the positive control 





Supplementary Figure 2. Iron deprivation inhibits AML cell proliferation. 
 (a) Fresh AML blasts or HL60 cells were cultured with increasing concentrations of A24 (0–20 µg/ml), 
DFO (0–50 µM), DFX (0–10 µM) or VP16 (0–100 ng/ml) for 72 h, before [
3
H]-thymidine incorporation 
was measured. The mean ± SEM of grouped M0/M1/M2 (n=6) or M4/M5 (n=9) subtype patients is 
shown. (b) HL60 cells were cultured in the presence or absence of A24 or DFO for 72 h. Early and late 







Supplementary Figure 3. Cellular differentiation induced by iron deprivation is dependent on the 
MAPK pathway. 
Serum-starved HL60 cells were incubated with A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) for 30 min at 37°C. 
Whole-cell extracts were analyzed by immunoblot, demonstrating the phosphorylation of ERK (p-
ERK) and p38 (p-p38). One representative experiment is shown. HSC70 and ERK were used as loading 
controls.  
 
Supplementary Figure 4. Apoptosis induction by iron deprivation is not blocked by an ERK 
inhibitor.  
HL60 cells were cultured in the presence or absence of A24 (10 µg/ml) or DFO (5 µM) and treated 
with the ERK inhibitor PD98059 (3 and 10 µM) or mock treated. The cells were harvested after 72 h 
and early and late apoptosis/necrosis was evaluated by flow cytometry using annexin V-FITC/PI 



















AF086044 AF086044 4,03 RETN NM_020415 2,07 
RGS1 NM_002922 3,91 PGDS NM_014485 2,05 
BI910665 BI910665 3,88 BF213738 BF213738 2,04 
RNASE4 NM_002937 3,84 IQCD NM_138451 1,99 
GPR34 NM_001097579 3,64 C19orf59 NM_174918 1,98 
KLHDC7B NM_138433 3,44 JAZF1 NM_175061 1,98 
RELB NM_006509 3,38 SULF2 NM_018837 1,95 
BCL3 NM_005178 3,36 CCL5 NM_002985 1,95 
ARID3B NM_006465 3,29 ANXA2 NM_001002857 1,94 
WIPI1 NM_017983 3,26 PMP22 NM_000304 1,92 
P2RX7 NM_002562 3,21 DOCK10 NM_014689 1,91 
SLC2A14 BC060766 3,16 ITGAM NM_000632 1,84 
PTX3 NM_002852 3,14 KDELC1 NM_024089 1,83 
TSHZ3 NM_020856 3,12 E2F8 NM_024680 1,82 
PSCDBP NM_004288 3,06 C18orf24 NM_001039535 1,78 
FLOT1 NM_005803 3,05 C1orf96 NM_145257 1,77 
ME1 NM_002395 3,03 TNFSF10 NM_003810 1,77 
JUN NM_002228 3,02 CD300A NM_007261 1,76 
CDRT4 NM_173622 2,92 ITGB2 NM_000211 1,61 
EMP1 NM_001423 2,83 CD74 NM_001025158 -1,75 
TREML2 NM_024807 2,82 DPY19L2P4 AK098759 -1,76 
ANKRD22 NM_144590 2,78 SLPI NM_003064 -1,87 
DDIT3 NM_004083 2,68 SESN3 NM_144665 -1,89 
CD70 NM_001252 2,67 F13A1 NM_000129 -1,94 
OSBPL11 NM_022776 2,65 LY75 NM_002349 -1,96 
CCNG2 NM_004354 2,64 AK026140 AK026140 -1,97 
CCNG2 NM_004354 2,62 UBE2E1 NM_003341 -1,98 
PPARG NM_138711 2,59 OPN3 NM_014322 -2,00 
CDKN2D NM_001800 2,58 IRF8 NM_002163 -2,03 
NFIL3 NM_005384 2,55 ALDOC NM_005165 -2,05 
PIP5K1B NM_003558 2,48 C5orf20 NM_130848 -2,07 
ARRDC3 NM_020801 2,48 AK001829 AK001829 -2,11 
RGS2 NM_002923 2,46 CSTF2T NM_015235 -2,11 
LRRC25 NM_145256 2,39 CHI3L1 NM_001276 -2,12 
FLOT1 NM_005803 2,37 GPR56 NM_201525 -2,16 
SORT1 NM_002959 2,36 AP1S3 NM_001039569 -2,18 
A_23_P57836 A_23_P57836 2,34 SLPI NM_003064 -2,23 
PIM1 NM_002648 2,34 CXorf21 NM_025159 -2,25 
CCPG1 AF011794 2,34 KIT NM_000222 -2,29 
MCTP1 AK025997 2,33 MIRHG1 BC040320 -2,38 
PCGF5 NM_032373 2,32 MS4A6A NM_152852 -2,39 
SLC26A11 NM_173626 2,32 MS4A6A NM_022349 -2,43 
TREML2 NM_024807 2,30 SLC2A5 NM_003039 -2,48 
NLRC4 NM_021209 2,27 PRG3 NM_006093 -2,62 
CCL2 NM_002982 2,25 PLD4 NM_138790 -2,65 
GAS7 NM_201433 2,24 CLC NM_001828 -2,65 
CD58 NM_001779 2,23 C20orf103 NM_012261 -2,72 
TMEM154 NM_152680 2,20 ROPN1L NM_031916 -3,14 
CD109 NM_133493 2,18 ROPN1L NM_031916 -4,22 
215 
 







% blasts Karyotype 
M 42 M4éo 6400 21 46,XY,t(16;16)(p13;q22)[17]/46,XY [3] 
M 79 M2/MDS 5000 6 
43,XY,-2,add(5)(q?31),-7,del(7)(q21),-13,-14,-
16,-17,+3 mar [11]  / 44,idem,+8 [3] / 46,XY [4] 
M 53 M1 4200 70 47, XY,+21[5]/46,XY[15] 
F 49 M5 160 000 77 46,XX[20] 
M 61 M1 21 000 91 46,XY,del(9)(q12q33) [16] / 46,XY [4] 
F 23 M5 200 000 98 46,XX,del(2)(q3?2),t(10;11)(p12;q23) 
F 59 M4 60 000 55 46,XX[20] 
M 36 M2 6000 55 failure 
M 51 M5 165 000 80 failure 
M 76 M2 28 000 19 46,XY[20] 
F 68 M2 112 000 90 46,XX[20] 
F 54 M2 24 000 16 46,XX[20] 
M 40 M2 9300 43 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22) 
M 66 M0 10 000 80 48,XY,?del(7)(q3?3q3?5),?del(20)(q1?2),+21,+21 




PPAP2A NM_176895 2,18 PRTN3 NM_002777 -4,30 
unknown A_32_P122492 2,15 DEFA3 NM_005217 -8,25 
PPP1R16B NM_015568 2,14 unknown A_32_P167111 -62,80 
TES NM_152829 2,09    
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Supplementary Table 3: List of genes controlled by both iron deprivation and Vitamin D. 





































Supplementary Table 4: Sequences of the primers used for RT-PCR. 
 
Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence 
HOXA10 5’- ggccccttccgagagcagca -3' 5’- tggacgctgcggctaatctc -3' 
MAFB 5’- atggagtatgtcaacgactt -3' 5’- cctcgaggtgtgtcttctgt -3' 
EGR1 5’- gagcagccctacgagcacct -3' 5’- tcatgctcactaggccactg -3' 
C-JUN 5’-cccccagcgtatctatatggaa -3' 5’-gctgtccctctccactgcaa -3' 
C-FOS 5’-atgagccttcctctgactcg -3' 5’-acgcacagataaggtcctcc -3' 
VDR 5’-ctgaccctggagactttgac-3' 5’-ttcctctgcacttcctcatc-3' 
Cathelicidin 5’- gcagtcaccagaggattgtgac -3' 5’-caccgcttcaccagccc -3' 
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